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1 Einleitung 
 
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems mit einer Sauerstoffminderversorgung des 
Herzens oder Gehirns basieren im Wesentlichen auf atherosklerotischen Veränderungen. 
Sie sind trotz erheblicher Fortschritte in Diagnostik und Therapie noch immer die häufigste 
Todesursache in Deutschland (Abb. 1.1). 
 
 
Abb. 1.1: Anteil ausgewählter Todesursachen 2003 in Deutschland (Quelle statistisches Bundesamt) 
 
Die Atherosklerose nimmt eine zentrale Stellung innerhalb der Herz-Kreislauf-
Erkrankungen ein, da mit der Progression der Erkrankung das Risiko für Bluthochdruck, 
koronare Herzkrankheit (KHK) und Herzinfarkt steigt. Die Pathogenese der 
Atherosklerose verläuft über die Akkumulation von Lipiden in der Intima, mit 
nachfolgender Infiltration von Monozyten bzw. Makrophagen. Im späteren Verlauf kommt 
es zur Schaumzellbildung und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen sowie zur 
Thrombusbildung. Der Verlauf ist durch eine zunehmende Einengung des Gefäßlumens 
bei gleichzeitiger Störung der Regulation des Gefäßtonus gekennzeichnet. Im Fall der 
Ruptur atherosklerotischer Plaques kommt es zu lebensbedrohlichen Komplikationen wie 
Herzinfarkt und Schlaganfall. Bekannte Risikofaktoren für die Entstehung der 
Atherosklerose sind: Hypercholesterinämie, Hyperlipoproteinämie, Diabetes mellitus, 
Adipositas, Bewegungsmangel, Stress, Rauchen und als unabhängiger Faktor hohes Alter.  
Die mögliche Bedeutung endogen und exogen induzierter Sauerstoffradikalbildung bei der 
Entstehung und Progression von Atherosklerose, Alterung, Diabetes mellitus sowie 
verschiedener neurologischer Erkrankungen ist weltweit Gegenstand intensiver Forschung.  
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1.1 Pro-atherosklerotische Effekte reaktiver Sauerstoffspezies 
 (ROS) 
 
Die lokale Konzentration von ROS in der Zelle ist durch das Gleichgewicht zwischen 
Bildungsrate und Abbau bestimmt (Wolin et al., 2002). Die Balance zwischen pro- und 
antioxidativen Parametern ist für die Erhaltung von physiologischen Prozessen in der Zelle 
von großer Bedeutung.  
Radikale sind chemisch definierte Spezies, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen 
besitzen. Sie können aus neutralen Molekülen durch Abgabe oder Aufnahme eines 
Elektrons oder durch homolytische Spaltung einer kovalenten Bindung gebildet werden. 
Die Toxizität freier Radikale ist in ihrer hohen Reaktivität begründet. Reaktive 
Sauerstoffspezies sind Radikale oder reaktive nichtradikalische Verbindungen, die fähig 
sind, Biomoleküle zu oxidieren. Die Imbalance zwischen reaktiven 
Sauerstoffverbindungen und antioxidativem Schutzsystem mit einem zeitweiligen Anstieg 
an ROS wird als oxidativer Stress bezeichnet. ROS können biologische Makromoleküle 
chemisch modifizieren, was zur Bildung von Lipidperoxiden, inaktivierten Proteinen oder 
mutierten DNA-Molekülen führt.  
Es existieren mehrere reaktive Sauerstoffverbindungen, die durch Ein-Elektronen-
Reduktion aus molekularem Sauerstoff gebildet werden. Die Reduktion des 
Sauerstoffmoleküls führt zur Bildung des Superoxidanionradikals (•O2-), das durch 
Elektronenaufnahme und Protonierung über Wasserstoffperoxid (H2O2) und ein 
Hydroxylradikal (•HO) zu Wasser reduziert werden kann. Die Einwirkung von Energie 
führt zur Spinkonversion ungepaarter Elektronen des Sauerstoffs. Es entsteht dabei 
Singulettsauerstoff (1O2).  
•O2- ist ein negativ geladenes Radikal, das Ausgangspunkt für die Bildung anderer hoch 
reaktiver Sauerstoffradikale ist und mit biologischen Komponenten eine Vielzahl von 
chemischen Reaktionen eingehen kann. Eine Reaktion, für die Aufrechterhaltung der 
endothelialen Gefäßfunktion von großer Bedeutung ist, ist die von •O2- mit 
Stickstoffmonoxid (NO). Dabei entsteht das zytotoxische Peroxynitrit (ONOO-) durch 
Ausbildung eine kovalenten Bindung der jeweils ungepaarten Elektronen im äußeren 
Orbital (Beckman et al., 1990). Die Reaktionsgeschwindigkeit von •O2- und NO zu ONOO- 
ist mit 6,7 x 109 M-1 s-1 dreimal schneller als die Reaktion von •O2- mit dem entgiftenden 
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Enzym Superoxiddismutase (SOD), die zwei •O2- in Sauerstoff und Wasserstoff umbaut 
(Abb. 1.2). Dagegen sind Reaktionen von •O2- mit Antioxidantien wie den Vitaminen A, C 
und E um den Faktor 105 langsamer (Darley-Usmar et al., 1995; Fukai et al., 2002). 
 
 
   2 x 109 M-1s-1
 
 
•O2- + •O2- + 2H+
       SOD 
 
O2 + H2O2
   
   6,7 x 109 M-1s-1





Abb. 1.2: Gleichgewicht zwischen •O2- und NO und die Rolle der Superoxiddismutase (SOD) (modifiziert 
nach Fukai et al., 2002). 
 
Das bei der Reaktion eines Superoxidanionradikal und Stickstoffmonoxid entstehende 
Peroxynitrit (ONOO-) ist ein potentes Oxidationsmittel, das in vielen pathophysiologischen 
Prozessen eine Rolle spielt. So kann Peroxynitrit die Eigenschaften und die Aktivität von 
Proteinen beeinträchtigen, indem es Tyrosin- bzw. Tryptophan-Reste (Ischiropoulos et al., 
1992; Alvarez et al., 1996; Quijano et al., 2005) nitriert. Weiterhin kann ONOO- die 
Oxidation von Methionin-Resten (Pryor et al., 1994) vermitteln. Durch diese Modifikation 
kann die Aktivität antioxidativ wirksamer Enzyme gehemmt werden (MacMillan-Crow et 
al., 1996; Padmaja et al., 1998; Quijano et al., 2001; Kocis et al., 2002; Kuo et al., 2002). 
Des Weiteren wird dem Peroxynitrit eine Rolle bei der Lipidperoxidation und 
Zellwandschädigung zugeschrieben (O'Donnell und Freeman, 2001).  
Bei der Entstehung von ONOO- wird NO selbst inaktiviert. Eine Veränderung in der 
Konzentration von •O2- oder Superoxiddismutase hat somit einen direkten Einfluss auf die 
Verfügbarkeit des vasoprotektiven NO (Fukai et al., 2002; Landmesser et al., 2006). NO 
wird im Endothel vorrangig von der meist konstitutiven Ca2+-abhängige eNOS gebildet. 
Daneben gibt es in der Gefäßwand die nNOS, sowie die induzierbare Ca2+-unabhängige 
iNOS.  
Die wichtigste Funktion von NO ist die Regulation des Gefäßtonus. NO führt durch 
Relaxation der glatten Gefäßmuskelzellen zur Gefäßerweiterung Dabei stimuliert es die 
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lösliche Guanylatzyklase. Dies hat den Anstieg von cGMP (zyklisches 
Guanosinmonophosphat) zur Folge. Dadurch werden cGMP-abhängige Proteinkinasen 
aktiviert, die eine verringerte Freisetzung und verstärkte Wiederaufnahme von Ca2+ in das 
sarkoplasmatische Retikulum vermitteln. Dies führt dann zur Relaxation der glatten 
Gefäßmuskelzelle (Lincoln et al., 1994; Liu et al., 1997). NO kann auch direkt Ca2+-
abhängige Kaliumkanäle in der Membran glatter Muskelzellen aktivieren. Die Folge ist 
eine Hyperpolarisation, die zu verringerter Erregbarkeit der Zelle führt und damit zur 
Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur durch NO betragen kann (Bolotina et al., 1994). 
Zusätzlich zu seiner vasomotorischen Funktion wurden für NO. weitere anti-
atherosklerotische Effekte gezeigt. So hemmt NO nicht nur die Expression von 
endothelialen Adhäsionsmolekülen (Khan et al., 1996) und die Plättchenaggregation 
(Radomski et al., 1987), sondern auch die Proliferation glatter Muskelzellen 
(GargundHassid, 1989). Zusätzlich wurden antiapoptotische Eigenschaften für 
Stickstoffmonoxid beschrieben (Dimmeler und Zeiher, 1997). 
Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen vaskulär 
gebildeten ROS und NO. Die NO-Verfügbarkeit kann durch den Superoxiddismutase 
vermittelten Abbau von •O2- und damit die Verhinderung der Entstehung von Peroxynitrit, 
reguliert werden. Den wichtigsten Reiz für die NO-Synthese in vivo stellt die 
Schubspannung, die durch den Blutstrom auf das Endothel ausgeübt wird, dar (Nishida et 
al., 1992; Uematsu et al., 1995). 
Bei pathophysiologisch erhöhter Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies kann durch eine 
verringerte Bioverfügbarkeit des NO eine endotheliale Dysfunktion entstehen. Der 
endothelialen Dysfunktion wird eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der 
Atherosklerose zugeschrieben (Forstermann et al., 1988; YangundMing, 2006). Neben der 
Inaktivierung von NO. löst eine erhöhte Konzentration von •O2- selbst pro-
atherosklerotische Effekte aus. •O2--Radikale können in hoher Konzentration 
morphologische und funktionelle Eigenschaften von Endothelzellen, einschließlich ihrer 
Permeabilität und der Expression von Adhäsionsproteinen, verändern (Tummala et al., 
2000; Nagata, 2005). Die Induktion des Adhäsionsmoleküls-1 (ICAM-1) fördert die 
Anheftung von Monozyten und Makrophagen und ermöglicht deren Migration in die 
Intima. Das durch die Dismutation von •O2- entstehende H2O2 bewirkt eine verstärkte 
Phosphorylierung von Myosin und führt damit zu kontraktilen Prozessen in der 
Endothelzelle (Garcia et al., 1995). Diese bewirken eine Formänderung mit einer Störung 
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der Zell-Zell-Kontakte und damit einer Erhöhung der Permeabilität (Liu und Sundqvist, 
1995). Dabei kann es wiederum zu einer vermehrten Einwanderung von Monozyten und 
Makrophagen zwischen den Endothelzellen in die Sub-Intima kommen.  
Ein weiteres für die Atheroskleroseentstehung und -progression wichtiges Zielmolekül von 
•O2- ist LDL (low-density lipoprotein). •O2- können den Lipidanteil der LDL-Partikel 
oxidativ verändern (Steinbrecher et al., 1984). Dieses oxidativ modifizierte LDL (oxLDL) 
wird von den in die Intima eingewanderten Makrophagen über Scavanger-Rezeptoren 
aufgenommen. Ist der Anteil des oxLDL zu hoch, so differenzieren die Makrophagen zu 
Schaumzellen. Diese trägt wesentlich zur Ausbildung atherosklerotischer Plaques bei 
(Witztum und Steinberg, 1991; Tsimikas, 2006). Oxidativ modifiziertes LDL induziert 
eine Reihe weiterer Prozesse, die zur Atheroskleroseentstehung beitragen. Es führt neben 
der Reduktion der endothelialen NOS-Expression (Lehr et al., 1992; Laufs et al., 1998) zu 
einer Induktion der vaskulären ROS-Bildung (Rueckschloss et al., 2001; Stielow et al., 
2006). In der Folge kommt es zur Beeinträchtigung der endothelabhängigen Relaxation. 
Zusätzlich induziert oxLDL die Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle und 
chemotaktischer Faktoren (Cushing et al., 1990; Kume et al., 1992), fördert die 
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und die Expression von Scavanger-
Rezeptoren (Rajavashisth et al., 1990). Die durch oxLDL stimulierte Proliferation glatter 
Muskelzellen spielt bei der Einengung des Gefäßlumens bei fortschreitender 
Atherosklerose ebenfalls eine Rolle (Auge et al., 1996; Chai et al., 1996; Chatterjee und 
Ghosh, 1996). Pro-koagulative Effekte, wie die Induktion des Gewebefaktors, des 
Plasminogenaktivator-Inhibitors II und Plättchenaggregation können ebenfalls durch 
oxLDL vermittelt werden (Ardlie et al., 1989; Drake et al., 1991; Wada et al., 1994).  
Eine hohe •O2- Bildungsrate kann somit in vielseitiger Art an der Atheroskleroseentstehung 
und -progression beteiligt sein (Abb. 1.3). Dabei spielt die Inaktivierung von NO. und die 
Generierung von oxidativ modifizierten LDL eine besondere Rolle. 
Neben diesem pro-atherosklerotischen Potenzial spielen •O2- auch bei physiologischen 
Prozessen eine Rolle. Sie sind als Intermediärprodukte oder second messenger in die 
Signaltransduktion integriert (Fukai et al., 2002). So scheinen ROS bei den meisten 
zellulären Prozessen einschließlich Genexpression, Proliferation, Migration und Zelltod 
eine entscheidende Rolle zu spielen (Ushio-Fukai und Alexander, 2004; Brandes und 
Kreuzer, 2005). Dabei können geringe Dosen an ROS über die verringerte Expression des 
Redox-Regulators Trx-1 anti-apoptotische Effekte ausüben (Haendeler et al., 2004). Des 
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weiteren sind ROS in vivo bei der Angiogenese von großer Bedeutung (Ushio-Fukai et al., 
2002; Ushio-Fukai, 2006). ROS spielen weiterhin eine wichtige Rolle bei der 
Immunabwehr durch phagozytierende Zellen. Ein Defekt im ROS-bildenden Enzymsystem 
NAD(P)H-Oxidase führt zum Krankheitsbild der chronischen Granulomatose mit 
geschwächtem Immunsystem und hoher Infektionsrate (Dinauer, 2005).  
 
 
Abb. 1.3 : ROS-Spezies, ihrer Interaktionen und negative biologische Konsequenzen (modifiziert nach 
Guzik und Harrison, 2006). 
 
1.2 Pro-atherosklerotische Faktoren der Ernährung 
 
In vielen Ländern wird ein steigende Zahl an kardiovaskulären Erkrankungen beobachtet 
(Kark et al., 2005). Gründe dafür sind neben einer höheren Lebenserwartung 
Veränderungen in den Ernährungs- und Bewegungsgewohnheiten. Dies führt zu einer 
höheren Prävalenz für Übergewicht, erhöhten Blutglukosespiegel, Bluthochdruck und 
Diabetes mellitus (Kuller, 2006). 
Die Ernährung ist ein wichtiger beeinflussbarer Faktor bei der Atheroskleroseentstehung. 
Bei bereits bestehender Atherosklerose ist die Ernährungsumstellung eine Grundlage der 
Therapie. Durch einen gesunden Lebensstil (Nichtrauchen, Stressbewältigung, vermehrte 
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körperliche Aktivität) und eine entsprechende Ernährung kann das Risiko der Entstehung 
und Progression einer Atherosklerose entscheidend gesenkt werden (Wirth, 2004).  
Im Folgenden sollen Nahrungsmittelgruppen betrachtet werden, die im Zusammenhang mit 
atherosklerotischen Veränderungen der Blutgefäße von Bedeutung sind. 
Ein Hauptenergiequelle der menschlichen Ernährung sind Nahrungslipide. Hohe 
Fettaufnahmen werden bei einer längerfristig positiven Energiebilanz mit der Entwicklung 
von Adipositas und mit einer Reihe weiterer Erkrankungen wie Atherosklerose, Diabetes 
mellitus und Krebs assoziiert (Kuller, 2006). Während der letzen Jahrzehnte wurden die 
Vermutungen bestärkt, dass neben der Menge, auch die Art des aufgenommenen Fettes ein 
wichtiger Faktor ist. So kann das Fettsäure-Muster der Ernährung die Akkumulation von 
Körperfett beeinflussen (Shimomura et al., 1990; Reseland et al., 2001). Das Wissen über 
den Einfluss von Fettsäuren (FS) der Nahrung auf das KHK-Risiko basiert vor allem auf 
epidemiologischen Studien und kontrollierten Ernährungsstudien mit Endpunktanalysen. 
So konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass gesättigte FS und trans-FS das 
Risiko für koronare Herzkrankheit (KHK) erhöhen, während mehrfach ungesättigte FS das 
Risiko verringern (Woodside und Kromhout, 2005).  
Im Allgemeinen stellen gesättigte FS mit Kettenlängen von 12-18 Kohlenstoffatomen den 
Hauptteil gesättigter FS dar. Durch einen verringerten LDL-Rezeptor-vermittelten 
Katabolismus üben die gesättigten FS Laurin (C12)-, Myristin (C14)- und Palmitinsäure 
(C16) eine hyperlipidämische Wirkung auf die Plasmalipidgehalte aus (Nicolosi et al., 
1990). Stearinsäure (C18), die durch Desaturierung zu Ölsäure umgewandelt wird, bewirkt 
dagegen keine Erhöhung des Cholesterinspiegels. Die Verfügbarkeit der FS aus 
Triglyceriden hat entscheidenden Einfluss auf die physiologische Wirkung der 
Nahrungsfette. Abhängig von der Kettenlänge können gesättigte FS den HDL-
Cholesterinspiegel verändern (Mensink et al., 2003) und die Plättchenfunktion 
beeinträchtigen (Turpeinen et al., 1998).  
Ergebnisse aus Migrationsstudien zeigen eine positive Korrelation zwischen der Aufnahme 
an gesättigten FS und der Wahrscheinlichkeit einer KHK (Kato et al., 1973; Kromhout et 
al., 1995). Viele prospektive Studien haben ebenfalls den Zusammenhang zwischen der 
Aufnahme von gesättigten FS und KHK-Inzidenz untersucht (McGee et al., 1984; Kushi et 
al., 1985; Ascherio et al., 1996; Hu et al., 1997; Pietinen et al., 1997), aber nur zwei 
konnten eine positive Assoziation nachweisen (McGee et al., 1984; Kushi et al., 1985).  
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Die biologischen Effekte einfach ungesättigter FS sind von ihrer Konfiguration abhängig. 
In der Cis-Konfiguration haben sie keinen Einfluss auf die HDL- und LDL-
Blutkonzentration (Mensink, 2005). Im Gegensatz dazu erhöhen einfach ungesättigter FS 
in trans-Konfiguration den LDL-Spiegel und reduzieren den HDL-Spiegel (Mensink et al., 
2003; Mensink, 2005). Weiterhin erhöhen sie den Plasmaspiegel von Lipoprotein (a) 
(Nestel et al., 1992) und verschlechtern die Endothelfunktion (de Roos et al., 2001). 
Zusätzlich zeigen epidemiologische und prospektive Studien eine inverse Korrelation 
zwischen Aufnahme einfach ungesättigter FS und KHK-Risiko (Jacobs et al., 1992; Hu et 
al., 1997). 
Die Senkung des körpereigenen LDL-Cholesterinspiegels und damit lokaler oxLDL-
Konzentrationen (durch z.B. Ernährungsumstellung bzw. Cholesterinsyntheseenzym-
Hemmer) verringern die Ausbildung von atherosklerotischen Plaques und verbessern die 
Prognose von kardiovaskulären Erkrankungen (Brown, 1990; Shepherd et al., 1995; Sacks 
et al., 1996; Group, 1998).  
Im Vergleich zu den gesättigten FS üben mehrfach ungesättigte FS hypolipidämische 
Wirkung auf den Lipidstoffwechsel aus (Kris-Etherton et al., 2002; Mensink et al., 2003). 
Die hypocholesterinämischen Effekte von mehrfach ungesättigten FS werden mit einer 
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, einer gesteigerten biliären Sekretion von 
Cholesterin sowie einer Beeinflussung der Lipoproteinsynthese und -sekretion in der Leber 
assoziiert.  
Für ω-6-FS wird zusätzlich eine Verbesserung der Plättchenfunktion (Mutanen und Freese, 
1996) und eine verbesserte Insulinsensitivität (Lovejoy, 1999) beschrieben.  
Für ω-3-FS konnte eine verringerte hepatische Synthese und Sekretion Triglycerid-reicher 
VLDL gezeigt werden (Ikeda und Sugiyama, 2001). Die für ω-3-FS beschriebene anti-
atherogene Wirkung mit verminderter Neubildung von atherosklerotischen Plaques 
(Eritsland et al., 1996) wird mit der verminderten Expression von Adhäsionsmolekülen 
(Abe et al., 1998; Rallidis et al., 2004) erklärt. Weiterhin wird die Endothelfunktion durch 
ω-3-FS verbessert (Chin und Dart, 1995). Die Einlagerung von ω-3-FS in 
atherosklerotische Plaques führt zu einer erhöhten Plaquestabilität (Thies et al., 2003).  
In epidemiologischen und prospektiven Studien wurde ein inverser Zusammenhang 
zwischen Aufnahme von mehrfach ungesättigten FS und KHK-Risiko beschrieben 
(Dolecek und Granditis, 1991; Dolecek, 1992; Hu et al., 1997). Dagegen sind Ergebnisse 
klinischer Interventionsstudien sehr widersprüchlich im Bezug auf die Prävention von 
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Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Einige Studien zeigen durch einen Austausch von 
gesättigten FS zu mehrfach ungesättigten FS eine Reduktion des KHK-Risikos (Leren, 
1970; Truswell, 1994; Group, 1999), andere Arbeitsgruppen konnten diese Beobachtungen 
nicht bestätigen (Frantz et al., 1989; Singh et al., 1997; Nilsen et al., 2001). Alle Studien 
konnten jedoch eine Reduktion des Serumcholesterinspiegels zeigen (Woodside und 
Kromhout, 2005). 
Trotz der positiven Befunde epidemiologischer, Ernährungs- und klinischer Studien, dass 
mehrfach ungesättigte FS protektiv auf das KHK-Risiko wirken, stellen oxidative 
Schädigungen mehrfach ungesättigter FS einen autokatalytischen Prozess dar, der zur 
Bildung von Hydroperoxiden und hochreaktiven Folgeprodukten führen kann (Sevanian 
und Hochstein, 1985). Reaktive Spezies, wie Hydroxyl-, Hydroperoxyl- oder Peroxyl-
Radikale sind in der Lage eine Lipidperoxidation mehrfach ungesättigter FS zu initiieren 
(Gutteridge, 1984). Die Gesamtzahl und Position der Doppelbindungen sowie die 
Fettsäure-Kettenlänge bestimmen das Ausmaß der Lipidperoxidation. Im Allgemeinen 
führt ein höherer Anteil an mehrfach ungesättigten FS in einer Zellmembran zu einer 
erhöhten Lipidperoxidation (Chirico et al., 1993; Halliwell und Chirico, 1993). Die 
höchste physiologische Relevanz besitzen sekundäre bzw. tertiäre Metabolite, die durch ß-
Spaltung des Kohlenstoffgerüstes des primären bzw. des sekundären Produktes entstehen. 
Malondialdehyd, 4-Hydroxynonenal, Hexanal und Propanal sind am bedeutendsten 
(Halliwell und Chirico, 1993). Die Zytotoxizität der Cholesterin-Oxidationsprodukte ist 
umstritten. Im Hinblick auf die Entstehung der Atherosklerose wurden sie jedoch als 
stimulierend beschrieben (Patrignani und Tacconelli, 2005).  
Der Einfluss der Lipidperoxidation auf Prozesse der Atherosklerose und auf 
Herzerkrankungen gilt als hinreichend gesichert. Bereits eine hohe Zufuhr an 
Nahrungsfetten wird mit einer erhöhten oxidativen Belastung assoziiert (Yuan und Kitts, 
2003). Oxidativer Stress im akkumulierten Fettgewebe ist ein früher Prädiktor des 
metabolischen Syndroms. Die erhöhte Bildung von ROS im Fettgewebe adipöser Mäuse 
geht mit einer Induktion der NAD(P)H-Oxidase-Expression und Verringerung der 
Expression antioxidativ wirksamer Enzyme einher (Furukawa et al., 2004). Die 
Applikation von NAD(P)H-Oxidase-Inhibitoren reduziert die ROS-Bildung im Fettgewebe 
adipöser Mäusen bei gleichzeitiger Verbesserung von Hyperlipidämie, Diabetes und 
hepatischer Steatose (Furukawa et al., 2004).  
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Unter antioxidativer Kapazität versteht man die Summe aus endogen und exogen 
verfügbaren Schutzmechanismen, die das Gleichgewicht von pro- und antioxidativen 
Prozessen in der Zelle aufrechterhalten (Bray und Bettger, 1990; Rimbach et al., 1999). 
Der Organismus besitzt zahlreiche enzymatische und nicht-enzymatische Systeme zur 
Abwehr einer oxidativen Dysbalance. Zu den präventiv wirkenden Antioxidantien zählen 
die Enzyme Katalase, Glutathion-Peroxidase und Glutathion-S-Transferase, welche über 
nichtradikalische Detoxifizierungsreaktionen die Bildung freier Radikale unterdrücken, 
sowie die Superoxiddismutase, die die Disproportionierung des Superoxidradikals 
katalysiert (Rimbach et al., 1999). Vitamin E, Polyphenole sowie Carotinoide wirken 
ebenfalls antioxidativ und sind in der Lage, Singulettsauerstoff abzufangen und dadurch 
Prozesse der Lipidperoxidation zu inhibieren (Halliwell, 1999). Körpereigene Enzyme wie 
Lipasen, Proteasen, DNA-Reperaturenzyme und Transferasen gewährleisten zusätzlich 
eine Reparatur von Zellschädigungen (Rimbach et al., 1999). Die Adaptation antioxidativ 
wirkender Enzyme an veränderte Situationen bildet die Grundlage für eine effektive 
Schutzstrategie des Körpers.  
In der Pathogenese der Atherosklerose spielt der oxidative Stress, insbesondere die 
oxidative Modifikation von LDL-Cholesterin, eine bedeutende Rolle. Mehrere 
epidemiologische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Aufnahme von 
Antioxidantien und einer verminderten kardiovaskulären Mortalität zeigen (Law und 
Morris, 1998; Jenkins et al., 2003). In tierexperimentellen Studien wurde gezeigt, dass eine 
Supplementierung mit Antioxidantien zu einer verminderten Progression der 
Atherosklerose führt (Murphy et al., 2005; Otero et al., 2005; Negis et al., 2006; Wu et al., 
2006). In kontrollierten, klinischen Studien am Menschen konnte jedoch für die Einnahme 
von Antioxidantien in der Primär- und Sekundärprävention von kardiovaskulären 
Erkrankungen nur widersprüchliche Ergebnisse gefunden werden. So zeigte die CHAOS- 
Studie einen Effekt von Vitamin E bei der Reduktion von Myokardinfakt (Stephens et al., 
1996). Im Gegensatz dazu konnten große Studien wie „GISSI prevenzione“ (Group, 1999), 
„HOPE-Study“ (Jialal und Devaraj, 2000) oder „heart protection study“ (MRC/BHF, 2002) 
keinen Einfluss von antioxidativ wirksamen Vitaminen in der Prävention kardiovaskulärer 
Erkrankungen nachweisen. Eine Meta-Analyse von 2005 zeigte sogar eine leicht erhöhte 
Mortalität durch Einnahme hoher Konzentrationen von Vitamin E (>400 IU/d) (Miller et 
al., 2005). Knekt und Mitarbeiter fassten 9 prospektive Studien zusammen und fanden eine 
reduzierte Inzidenz für kardiovaskuläre Erkrankungen durch Supplementation von Vitamin 
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C, jedoch nicht für Carotinoide und Vitamin E (Knekt et al., 2004). Warum Vitamin E in 
klinischen Studien im Gegensatz zu den tierexperimentellen Arbeiten keinen Effekt hat, 
bleibt unklar. Es existieren verschiedene Erklärungen. (1) Die Hypothese des oxidativen 
Stresses der Atherosklerose ist falsch. (2) Antioxidativ wirksame Vitamine werden bei der 
Reaktion mit ROS selbst zur radikalischen Verbindung. (3) ROS sind wichtige 
Signalmoleküle. Ein unselektives scavangen aller ROS hat eine schädigende Wirkung. (4) 
Die zelluläre Bildung reaktiver Sauerstoffspezies ist spezifisch lokalisiert und 
Antioxidantien können diesen Ort nicht erreichen (Guzik und Harrison, 2006). Eine 
Vitamin- bzw. Antioxidantien-Supplementierung in präventiver oder therapeutischer 
Absicht kann daher zurzeit aus der „evidence based medicine“ nicht hergeleitet werden.  
Neben den essentiellen Nährstoffen mit antioxidativer Wirkung rücken sekundäre 
Pflanzenstoffe (insbesondere Polyphenol), für die in vitro eine antioxidative Wirkung 
nachgewiesen wurde (Luo et al., 1997; Toschi et al., 2000; Leung et al., 2001), immer 
mehr in den Blickpunkt der Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen. So weisen 
epidemiologische Studien auf eine inverse Korrelation zwischen Flavonoidaufnahme und 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen hin (Hertog et al., 1995; Manach et al., 2005; Scalbert et al., 
2005). Zusätzlich zeigen in vitro sowie tierexperimentelle Untersuchungen protektive 
Effekte von Polyphenolen in der Verhinderung des oxidativen Stresses (Rah et al., 2005; 
Kirimlioglu et al., 2006; Pignatelli et al., 2006).  
Neben den Lipiden wird Homocystein als weiterer unabhängiger Risikofaktor für das 
Auftreten koronarer Herzkrankheiten diskutiert (Wilson, 2004; Refsum et al., 2006; 
Signorelli et al., 2006). Homocystein (1-Amino-3-mercaptobuttersäure) entsteht durch 
Demethylierung aus der essentiellen Aminosäure Methionin. Bereits 1969 wurden erhöhte 
Konzentrationen von Plasmahomocystein mit Erkrankungen der Gefäße in Verbindung 
gebracht (McCully, 1969). In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde dieser 
Zusammenhang bestätigt. Der Homocysteinspiegel kann durch die Ernährung beeinflusst 
werden (Hatzis et al., 2006; Lutsey et al., 2006). Daneben spielt der Vitaminstatus bei der 
Homocysteinhomeostase eine entscheidende Rolle (Selhub, 2006). Erhöhte Homocystein- 
Plasmaspiegel können auf verschiedene Ursachen zurückgeführt werden: genetische 
Defekte der Enzyme des Homocysteinstoffwechsels, ernährungsbedingter 
Coenzymmangel, diverse andere Grunderkrankungen oder Einnahme von bestimmten 
Medikamenten. 
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Patienten mit vaskulären Erkrankungen zeigen erhöhte Plasma-Homocysteinspiegel 
(Boushey et al., 1995). Zusätzlich wurde ein anormaler Homocystein-Metabolismus durch 
Gabe oraler Methionindosen beobachtet (Selhub, 2006). Eine Metaanalyse der 
Homocysteine Studies Collaboration zeigte, dass der Zusammenhang zwischen 
Homocystein-Plasmaspiegel und vaskulären Erkrankungen eher in retrospektiven als in 
prospektiven Studien zu finden ist (Collaboration, 2002). 
Der genaue Mechanismus des proatherogenen Effektes ist nicht bekannt. Es wird 
angenommen, dass der Prozess der Protein N-Homocysteinylation die physikochemischen 
Eigenschaften und biologische Funktion von Proteinen verändern kann. Die 
Homocysteinylation von low-density Lipoproteinen (LDL) erhöht die Atherogenität der 
Lipoproteine durch erhöhte Oxidationsempfindlichkeit und beschleunigte Aufnahme in 
Makrophagen (Beltowski, 2005; Ferretti et al., 2006b). Untersuchungen an diabetischen 
Patienten haben gezeigt, dass LDL eine höhere in vitro Homocysteinylierung gegenüber 
nicht-diabetischen Patienten aufweisen. Dies ging mit erhöhter Peroxynitrit-Bildung und 
zytotoxischen Effekten des homocysteinylierten LDL diabetischer Patienten einher 
(Ferretti et al., 2006b). Daneben kann Homocystein HDL strukturell so verändern, dass 
dessen atheroprotektiven antiinflammatorischen und zytoprotektiven Eigenschaften 
verloren gehen (Ferretti et al., 2006a). Es wird angenommen, dass ein erhöhter 
Homocystein-Plasmaspiegel an der Schädigung der Blutgefäße beteiligt ist. Hierfür wird 
eine verringerte NO-Bildung und Schädigung der Endothelschicht postuliert, wodurch die 
Hämostase aus dem Gleichgewicht kommt. 
In vitro und in vivo konnte ein Zusammenhang zwischen Homocystein und NAD(P)H-
Oxidase-abhängiger ROS-Bildung nachgewiesen werden, der eine wichtige Rolle während 
der Atherogenese spielen könnte (Wang und O, 2001; Alvarez-Maqueda et al., 2004; Song 
und Rosenfeld, 2004; Becker et al., 2005; Siow et al., 2006). In vitro steigert Homocystein 
die Superoxidanionenbildung durch die NAD(P)H-Oxidase in Monozyten bei 
gleichzeitiger Induktion der Chemokinrezeptor-Expression (Wang und O, 2001; Alvarez-
Maqueda et al., 2004; Siow et al., 2006). Dies wird durch die PKC-abhängige 
Phosphorylierung von p47phox und p67phox vermittelt (Alvarez-Maqueda et al., 2004; Siow 
et al., 2006). In vivo führt Homocysteinämie zur erhöhten NAD(P)H-Oxidase-abhängigen 
Superoxidanionenbildung. Dies schränkt die Fähigkeit von NO, die mitochondriale 
Funktion im Myokard zu regulieren, ein (Becker et al., 2005). Weiterhin führte eine durch 
methioninreiche Kost induzierte Homocysteinämie zu erhöhtem oxidativen Stress in 
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peritonealen Makrophagen. Die Homocystein-induzierte Aktivierung der Peroxidation 
sowie die Bildung von inflammatorischen Mediatoren in peritonealen Makrophagen wird 
als ein möglicher Mechanismus für den atherogenen Effekt von Homocystein 
vorgeschlagen (Song und Rosenfeld, 2004). 
 
1.3 NAD(P)H-Oxidase als Quelle vaskulärer reaktiver 
 Sauerstoffspezies 
 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen bei endogenen metabolischen Prozessen oder 
gelangen aus externen Quellen in den Körper. Es existieren eine Reihe von 
Enzymsystemen in der Zelle, die konstitutiv oder induzierbar ROS bilden (Abb. 1.4). In 
der Vaskulatur werden u.a. die Xanthinoxidase, Cytochrom P450-Monooxygenase, 
NAD(P)H-Oxidase, entkoppelte endotheliale NO-Synthase sowie Enzyme der 
mitochondrialen Atmungskette als Quellen reaktiver Sauerstoffspezies beschrieben 
(Brandes und Kreuzer, 2005). Außerdem können lösliche Zellbestandteile wie Thiole, 
Katecholamine, Eisen-haltige-Proteine oder Hämproteine aktivierten Sauerstoff erzeugen. 
Bei der Elektronenübertragung in der mitochondrialen Atmungskette werden ca. 2% des 
täglich metabolisierten Sauerstoffes infolge der Ein-Elektronen-Reduktion in •O2- 
umgewandelt (Diplock et al., 1998).  
 
 
Abb. 1.4: Potenzielle enzymatische Quellen reaktiver Sauerstoffspezies und wichtige endogen 
 antioxidativ wirkende Enzyme des Gefäßsystems (modifiziert nach Shihabi et al., 2002) 
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Die NAD(P)H-Oxidasen bilden eine Gruppe von Enzymen, die in einer Vielzahl von 
Zellen exprimiert werden. Ursprünglich wurde die NAD(P)H-Oxidase in den 
Zellmembranen phagozytierender Zellen nachgewiesen. Der Enzym-Komplex nimmt dabei 
eine zentrale Stellung in der Immunabwehr ein. Nach Phagozytose von Mikroorganismen 
werden große Mengen an •O2- gebildet („oxidative burst“), um Pathogene unschädlich zu 
machen (Brandes und Kreuzer, 2005). 
Die klassische in Neutrophilen exprimierte NAD(P)H-Oxidase ist ein Enzymkomplex aus 
dem membrangebundenen Flavocytochrom b558 (aus gp91phox und p22phox), den im 
Zytoplasma lokalisierten Komponenten p47phox und p67phox sowie den beiden GTPasen 
Rac1 und Rac2 (Babior, 2004). Die 4 Phox-Untereinheiten binden einander im 
äquimolaren Verhältnis (Wallach und Segal, 1996). Während der Aktivierung der 
NAD(P)H-Oxidase translozieren die zytosolischen Proteine zu dem membrangebundenen 
Proteinkomplex aus gp91phox / p22phox und ermöglichen den Transfer eines Elektrons von 
NADPH auf molekularen Sauerstoff, um •O2- zu bilden (Cross und Segal, 2004; Quinn und 
Gauss, 2004).  
Die neutrophile NAD(P)H-Oxidase ist unter basalen Bedingungen inaktiv. Die Aktivierung 
der gp91phox-Untereinheit erfolgt über die Aktivierungsdomäne am N-terminalen-Bereich 
von p67phox. Eine ständige Assoziation der beiden Moleküle wird durch das Adaptorprotein 
p47phox gewährleistet (Brandes und Kreuzer, 2005). Bei der Aktivierung der neutrophilen 
NAD(P)H-Oxidase wird die Untereinheit p47phox an den drei Serinresten Ser-303, Ser-304 
und Ser-328 phosphoryliert. Diese Serin-Phosphorylierung bewirkt eine 
Konformationsänderung im autoinhibitorischen Loop und legt dadurch die maskierten 
Bindungsstellen für die übrigen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten frei (el Benna et al., 
1994; Groemping et al., 2003). Es wird diskutiert, dass die bis-SH3-Domäne von p47phox 
an die Untereinheit p22phox bindet (Nakanishi et al., 1992; Groemping et al., 2003) und 
gleichzeitig die PX-Domäne an die Membran wandert (Ago et al., 2003). P67phox bindet 
dann über seine SH3-Domäne an den Prolin-reichen-Bereich von p47phox (Hata et al., 
1997). Die Untereinheit p22phox ist die primäre Bindungsstelle der zytosolischen 
Untereinheiten, stabilisiert die Untereinheit gp91phox und ist an der Regulation des 
Elektronentransfers beteiligt (DeLeo et al., 2000). Die GTPase Rac spielt bei der 
Aktivierung der neutrophile NAD(P)H-Oxidase ebenfalls eine Rolle. Rac-GTP bindet über 
das TPR-Motiv an den N-terminalen Bereich der p67phox-Untereinheit (Diekmann et al., 
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1994; Dusi et al., 1996). In Abbildung 1.5 sind die beschriebenen Vorgänge der 
NAD(P)H-Oxidase-Aktivierung schematisch zusammengefasst. 
Ein Enzymdefekt in den Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase führt zum Krankheitsbild 
der chronischen Granulomatose (CGD). Patienten dieser heterogenen hereditären 
Immunerkrankung sind aufgrund ihrer beeinträchtigten Immunabwehr besonders anfällig 
gegenüber Infektionen. Eine Mutation im Gen der gp91phox-Untereinheit des Enzyms ist 
mit 70% die häufigste Ursache einer chronischen Granulomatose. Die anderen autosomal 
vererbten Defekte betreffen die Komponenten p47phox, p67phox und p22phox (Segal et al., 
2000). Bei Patienten mit einer Mutation im Gen der gp91phox-Untereinheit konnte 
verringerter oxidativer Stress, eine erhöhte NO-Bioverfügbarkeit und somit eine bessere 
Gefäßfunktion nachgewiesen werden. Zusätzlich waren die Surrogat-Marker für den 
oxidativen Stress 8-Hydroxy-2’-Deoxyguanosine-Serumkonzentration und Isoprostan-
Urinkonzentration gegenüber dem Kontrollkollektiv verringert (Violi et al., 2006). 
 
Abb. 1.5: Schematische Darstellung des klassisch neutrophilen NAD(P)H-Oxidase-Komplexes und 
 dessen Aktivierung (Brandes und Kreuzer, 2005) 
A) Unstimulierter Zustand: Rac in inaktiver GDP-gebundener Form. P47phox ist inaktiv, da die 
Interaktions-Domäne durch die autoinhibitorische Region maskiert ist. B) Aktivierter Zustand: 
GDP-GTP-Austausch am Rac-Protein und Serin-Phosphorylierug des p47phox; freies Rac-GTP 
bindet an das TPR-Motiv des p67phox; PX-Domäne des p47phox bindet an die Membran, SH3-
Domäne des p47phox bindet an p22phox; Prolin-reiche-Region des p47phox bindet an die SH3-
Domäne des p67phox. C) Interaktion führt zur Annäherung der Aktivierungsdomäne (AD) von 
p67phox zur Aktivierungsseite (AS) von gp91phox und somit zur Oxidase-Aktivierung.  
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In vaskulären Zellen konnte die Existenz funktioneller NAD(P)H-Oxidase-Komplexe 
erstmals vor 10 Jahren nachgewiesen werden (Jones et al., 1996; Meyer et al., 1999; 
Gorlach et al., 2000). Die funktionellen Untersuchungen zeigten jedoch Unterschiede zum 
neutrophilen Enzymkomplex. In Makrophagen ist die Aktivität der NAD(P)H-Oxidase 
durch Stimuli sehr schnell induzierbar („oxidative burst“). In vaskulären Zellen erfolgt die 
•O2--Bildung auf geringerem Niveau eher konstitutiv (Pagano et al., 1997; Li und Shah, 
2001; Ambasta et al., 2004). In Makrophagen wird NADPH als Elektronendonor 
verwendet (Curnutte et al., 1987). Im Gegensatz dazu ist in Lysaten vaskulärer Zellen die 
ROS-Bildung stärker durch die Zugabe von reduziertem Niktinsäureaminadenin-
dinukleotid (NADH) stimulierbar (Griendling et al., 1994; Mohazzab et al., 1994; Li und 
Shah, 2001). Die molekulare Grundlage für die funktionellen Unterschiede ist noch immer 
nicht geklärt.  
Diese Befunde sprechen für eine Homologie zwischen dem vaskuläre NAD(P)H-Oxidase-
Komplex und der klassischen NAD(P)H-Oxidase. 
 
Nox-Familie - Homologe der gp91phox (Nox2) 
 
In den letzen Jahren wurden eine Reihe von Enzymen auf molekularer Ebene identifiziert, 
die für die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in verschiedenen Geweben 
verantwortlich sind. Diese Enzyme zeigen einen hohen Grad an Homologie zur gp91phox-
Untereinheit der klassischen NAD(P)H-Oxidase. Es wurde eine einheitliche Nomenklatur 
eingeführt. So wird gp91phox nun als Nox2 (NAD(P)H-Oxidase 2) und seine Homologe als 
Nox1, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 und Duox2 bezeichnet (Lambeth et al., 2000). Sie bilden 




































Abb. 1.6: Struktur der Nox-Familie der NAD(P)H-Oxidasen (Rueckschloss et al., 2003). 
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In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen Homologe der Nox2 näherer 
betrachtet. 
Nox1 ist das zuerst als Mox1 beschriebene homologe Protein von Nox2 (Suh et al., 1999). 
Es besteht aus 564 Aminosäuren (AS) und zeigt eine 56%ige Homologie in der AS-
Sequenz zu Nox2. Nox1 enthält sechs transmembrane Domänen, konservierte zytosolische 
Regionen und Bindungsstellen für Eisen, Flavin und NADPH. Nox1 wird hauptsächlich im 
Dickdarm exprimiert, zusätzlich jedoch auch in anderen Geweben und Zellen, wie 
Prostata, Niere, Magen, Muskelzellen und Osteoklasten (Suh et al., 1999; Kawahara et al., 
2001; Lee et al., 2005; Pleskova et al., 2006). Es gibt wenige Informationen über die 
subzelluläre Lokalisation des Nox1-Proteins. Für vaskuläre Muskelzellen konnte eine 
Kolokalisation mit Caveolin an der Zelloberfläche gezeigt werden (Hilenski et al., 2004). 
Die Literatur zur Aktivierung von Nox1 ist widersprüchlich. Nox1 ist in der Lage, ohne die 
Interaktion mit anderen Regulatorproteinen Superoxid zu bilden (Suh et al., 1999). Andere 
Arbeitsgruppen beobachteten dagegen keine Bildung von Superoxidanionen in Zellen, die 
Nox1 heterolog exprimieren Erst durch die Koexpression mit den zytosolischen 
Untereinheiten der phagozytären NAD(P)H-Oxidase p47phox und p67phox, wurde eine 
Nox1-abhängige Superoxidanionenbildung nachgewiesen (Banfi et al., 2003; Geiszt et al., 
2003b; Takeya et al., 2003). 
Mit Hilfe der  Gendatenbankanalyse wurde als potentielles p47phox-Homolog der 
NAD(P)H-Oxidase Organizer1 (NoxO1) identifiziert (Geiszt et al., 2003b) und parallel 
von drei Gruppen charakterisiert (Banfi et al., 2003; Geiszt et al., 2003b; Takeya et al., 
2003). NoxO1 enthält die gleichen funktionellen Domänen wie p47phox: eine amino-
terminale PX-Domäne, zwei Tandem SH3-Domänen und ein carboxy-terminales, Prolin-
reiches Motiv. Dagegen fehlt der autoinhibitorische Loop, der die Bindungsstellen für 
andere Untereinheiten maskiert. Ein Homolog der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p67phox 
konnte im Kolonepithel identifiziert werden (Banfi et al., 2003; Geiszt et al., 2003b; 
Takeya et al., 2003). Dieses Homolog wird als NAD(P)H-Oxidase Aktivator1 (NoxA1) 
bezeichnet. Wie auch das p67phox-Protein enthält NoxA1 vier amino-terminale TPR-
Wiederholungen, an die die GTPase Rac1 bindet, eine PB1-Domäne und eine carboxy-
terminale Domäne, die NoxO1 bindet.  
Nach Koexpression von NoxO1 und NoxA1 in eine Nox1-exprimierende Zelllinie konnte 
sowohl eine basale (Banfi et al., 2003; Cheng und Lambeth, 2004), als auch eine PMA-
induzierbare (Geiszt et al., 2003b; Takeya et al., 2003) Bildung von Superoxidanionen 
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beobachtet werden. In murinen glatten Muskelzellen konnte gezeigt werden, dass bei der 
Aktivierung des Nox1-haltigen NAD(P)H-Oxidase-Komplexes die klassische phagozytäre 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p67phox durch die Isoform NoxA1 ersetzt wird (Ambasta 
et al., 2006).  
Neben den zytosolischen Regulatoren interagiert Nox1 mit dem Membranprotein p22phox 
(Takeya et al., 2003; Ambasta et al., 2004; Kawahara et al., 2005; Ueyama et al., 2006). 
Die Expression von Nox1 stimuliert die p22phox-Translokation zur Plasmamembran 
(Ueyama et al., 2006). Die Nox1-abhängige Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies kann 
durch die Überexpression von p22phox in Zellen, die Nox1, NoxO1 und NoxA1 
exprimieren, erhöht (Takeya et al., 2003) und durch Mutation im p22phox-Gen 
(Bindungsstelle für p47phox) sowie p22phox-spezifische-siRNAs inhibiert werden (Kawahara 
et al., 2005). Für die Aktivierung der Nox1-haltigen NAD(P)H-Oxidase spielt Rac eine 
wichtige Rolle, wie durch Rac-Mutanten und siRNA-Technik kürzlich gezeigt werden 
konnte (Ueyama et al., 2006).  
Die physiologische Funktion von Nox1 ist unbekannt. Das Expressionsprofil von Nox1 
und der hohe Grad an struktureller und funktioneller Ähnlichkeit zwischen Nox1 und Nox2 
lassen eine Nox1-Funktion als Abwehrenzym vermuten (Geiszt und Leto, 2004). Die 
Behandlung von Meerschweinchen-Magenzellen mit Lipopolysacchariden aus Heliobacter 
pylori stimuliert die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies über einen Nox1-abhängigen 
Mechanismus ebenso wie ein von Salomonella enteridis isoliertes Flagellin (Kawahara et 
al., 2001; Kawahara et al., 2004). Der stimulatorische Effekt von Interferon-γ auf die 
Nox1-Expression bestätigt eine Rolle in der mukosalen Immunabwehr (Geiszt et al., 
2003a; Kuwano et al., 2006). Zusätzlich konnte eine Rolle von Nox1 in der Entwicklung 
des Angiotensin II-induzierten Bluthochdruck gezeigt werden (Dikalova et al., 2005; 
Matsuno et al., 2005; Gavazzi et al., 2006). Nox1-/--Mäuse zeigen eine verminderte 
Blutdruckerhöhung nach Angiotensin II-Stimulation (Matsuno et al., 2005; Gavazzi et al., 
2006), während die muskelzellspezifische Überexpression des Nox1-Proteins einen 
Angiotensin II-induzierten Bluthochdruck vermittelt (Dikalova et al., 2005). Der durch 
Angiotensin II-induzierte oxidative Stress in der Vaskulatur ist in Nox1-/--Mäuse reduziert. 
Matsuno und Mitarbeiter fanden in ihren Analysen keinen Effekt der Nox1-Defizienz auf 
die Entwicklung der Angiotensin II-induzierten Media-Hypertrophie (Matsuno et al., 
2005). Dagegen konnten Gavazzi und Mitarbeiter eine Reduktion der Hypertrophie der 
Media in Nox1-/--Mäusen nachweisen (Gavazzi et al., 2006).  
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Ein weiteres Nox2-Homolog ist das Nox3-Protein. Es besteht aus 568 Aminosäuren und 
zeigt eine 58%ige Homologie der AS-Sequenz zu Nox2 (Kikuchi et al., 2000). Erstmals 
wurde Nox3-mRNA im fetalen Geweben (Lunge, Leber, Niere) nachgewiesen (Kikuchi et 
al., 2000; Cheng et al., 2001). Während der genotypischen Analyse der head-tilt (het)-
Maus (Kopfschieflage) fand die Arbeitsgruppe um Paffenholz (Paffenholz et al., 2004) den 
Grund für den Gleichgewichtsdefekt dieser Mäuse in einer Mutation des Nox3-Genes im 
Innenohr. Nox3-mRNA wurde durch RT-PCR-Analysen und in situ Hybridisierung in 
Zellen des Innenohrs, der Innerohrschnecke, im vestribulären sensorischen Epithel und in 
Spiralganglion nachgewiesen (Banfi et al., 2004a). Das Nox3-Protein konnte bisher nicht 
detektiert werden. Die intrazelluläre Lokalisation ist unbekannt.  
Nox3 bildet einen funktionalen Komplex mit p22phox, wobei die Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies Nox3-transfizierter Zellen von der Untereinheit p22phox abhängig ist 
(Ueno et al., 2005). Im Gegensatz zu Nox1 und Nox2 scheint Nox3 konstitutiv aktiv zu 
sein (Banfi et al., 2004a; Cheng et al., 2004; Ueno et al., 2005; Ueyama et al., 2006). 
Einige Arbeitsgruppen konnten einen stimulatorischen Effekt von NoxO1 auf die Nox3-
abhängige Bildung von Superoxidanionen nachweisen (Banfi et al., 2004a; Cheng et al., 
2004; Ueno et al., 2005; Ueyama et al., 2006). Banfi und Mitarbeiter zeigten, dass nur 
NoxO1 und NoxA1 in Koexpression die Nox3-Aktivität beeinflussen (Banfi et al., 2004a). 
Im Gegensatz dazu zeigen drei andere Arbeitsgruppen eine NoxO1 beeinflussende Nox3-
Aktivität unabhängig von NoxA1 (Cheng et al., 2004; Ueno et al., 2005; Ueyama et al., 
2006). Genetische Beweise lassen eine essentielle Rolle von Nox3 für die vestribuläre 
Funktion vermuten. Nox3-/--Mäuse zeigen Gleichgewichtsdefekte und Gehörsandschwund 
im Innenohr (Paffenholz et al., 2004). Der Mechanismus ist unklar. Es wird postuliert, dass 
Nox3-abhängige reaktive Sauerstoffspezies bei der Entwicklung von Hörverlusten durch 
otokoniale Pharmazeutika (z.B. Cisplatin) eine Rolle spielen (Banfi et al., 2004a).  
Nox4 wurde ursprünglich als Renox (renale Oxidase) beschrieben (Geiszt et al., 2000), da 
das Protein in der Niere eine sehr hohe Expression aufweist (Geiszt et al., 2000; Shiose et 
al., 2001). Der kodierende Bereich von 578 Aminosäuren zeigt mit 39% eine der 
geringsten AS-Sequenz-Homologien zu Nox2, enthält aber alle konservierten Regionen, 
die für die Bildung eines aktiven Enzymkomplexes essentiell sind. Zusätzlich besitzt Nox4 
ein Nukleotid-Bindungssequenz-Motif in der C-terminalen Region (P-loop) (Geiszt et al., 
2000).  
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In der murinen Niere wurde Nox4 im renalen Kortex, mit höchster Expression in den 
Epithelzellen des proximalen Tubulus, durch in situ Hybridisierung nachgewiesen. 
Dahingegen ist in der humanen Niere die Nox4 im markhaltigen Sammelrohr und der 
renalen Papille lokalisiert (Geiszt et al., 2000; Shiose et al., 2001). Immunhistochemische 
Untersuchungen zeigen eine Expression von Nox4 im distalen Tubulus des humanen 
Nephrons (Shiose et al., 2001). Weiterhin wurde Nox4 in vaskulären Endothelzellen, 
Muskelzellen, Osteoklasten, hämatopoetischen Stammzellen und Adipozyten 
nachgewiesen (Geiszt et al., 2000; Yang et al., 2001; Ago et al., 2004; Kuroda et al., 
2005).  
Die Lokalisation von Nox4 in zytosolischen Zellkompartimenten wurde parallel in einer 
Reihe von Arbeiten untersucht. So wurde gezeigt, dass das Nox4-Homolog der Ratte als 
Nox4-GFP-Fusionsprotein nach Transfektion in eine Nierenkarzinomzelllinie (HEK293) 
im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (Ambasta et al., 2004). Die Arbeitsgruppe 
um van Buul lokalisierte das humane Nox4-GFP-Fusionsprotein ebenfalls im 
endoplasmatsichen Retikulum und schloss Lysosomen und Weibel-Palade-Körperchen aus 
(Van Buul et al., 2005). Im Gegensatz dazu wurde kürzlich mit drei verschiedenen 
Antikörpern und Hilfe der siRNA-Technik das endogene Nox4-Protein im Zellkern von 
humanen Nabelschnurendothelzellen nachgewiesen (Kuroda et al., 2005). Im nativen 
Blutgefäß konnte eine Nox4-Expression im endoplasmatischen Retikulum und Zellkern 
von Muskelzellen gezeigt werden (Hilenski et al., 2004; Pedruzzi et al., 2004). 
Eine enzymatische Nox4-Aktivität wurde erstmals in Nox4-transfizierten NIH3T3-
Fibroblasten beschrieben. In diesem Modell konnte eine konstitutive Bildung von 
Superoxidanionen zeigen werden (Geiszt et al., 2000). Es gibt wenige Informationen über 
regulatorische Faktoren, welche die Nox4-Aktivität beeinflussen. Nox4 bildet einen 
molekularen Komplex mit der Untereinheit p22phox. Durch FRET-Technik wurde das 
His115L des Nox4-Proteins als eine für die Komplexbildung wichtige Aminosäure 
identifiziert (Ambasta et al., 2004). Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies Nox4-
transfizierter Zellen ist von der p22phox-Expression abhängig. Dagegen beeinflussen die 
bekannten zytosolischen Proteine die enzymatische Nox4-Aktiviät nicht (Ambasta et al., 
2004; Martyn et al., 2006). Die durch Nox4-Überexpression in HEK293-Zellen erzielte 
erhöhte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies konnte durch Kotransfektion mit der 
Untereinheit p22phox, jedoch nicht mit den zytosolischen Isoformen NoxA1 und NoxO1 
gesteigert werden (Ambasta et al., 2004). Weiterhin zeigte eine Mutation der p47phox-
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Bindungsstelle im p22phox-Protein, im Gegensatz zu Nox1 und Nox2, keine Beeinflussung 
der Nox4-Aktivität (Kawahara et al., 2005). Diese Beobachtungen lassen einen konstitutiv 
aktiven Nox4-p22phox -Komplex, unabhängig von weiteren Untereinheiten, vermuten.  
Die physiologische Funktion von Nox4 ist unbekannt. Dabei scheint Nox4 nicht nur eine 
spezifische Funktion zu besitzen, sondern vom Expressionsort abhängig verschiedene 
Aufgaben wahrzunehmen (Geiszt, 2006). Die hohe Expression von Nox4 in der Niere lässt 
eine spezifische Rolle in diesem Organ vermuten. Sie dient möglicherweise als O2-Sensor, 
der die Synthese von Erythropoietin reguliert. Diese Hypothese beruht darauf, dass die 
Erythropoietinsynthese in der murinen Niere im proximalen Tubulus, genau am 
Expressionsort von Nox4, stattfindet (Loya et al., 1994). Einige aktuelle Arbeiten konnten 
die Rolle von Nox4 als Sauerstoffsensor bestätigen (Maranchie und Zhan, 2005; Lee et al., 
2006).  
Von mehreren Arbeitsgruppen konnte ein Zusammenhang zwischen Nox4 und 
pathophysiologischen Veränderungen bei Diabetes mellitus und kardiovaskulären 
Erkrankungen beobachtet werden. Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine wichtige Rolle 
in der Pathogenese diabetischer Nephropathie. Zwei kürzlich erschienene Arbeiten bringen 
Nox4 mit diesem Prozess in Verbindung. Etoh und Mitarbeiter zeigten eine erhöhte 
Expression von Nox4 und p22phox in der Niere streptozotoxin-induzierter diabetischer 
Ratten (Etoh et al., 2003). Sie zeigten eine Kolokalisation von Nox4 und p22phox mit 8-
Hydroxy-Desoxyguanosin (8-OHdG), einem Marker ROS-induzierter DNA-Schädigung. 
Ein kausaler Zusammenhang zwischen Nox4-abhängigen reaktiven Sauerstoffspezies und 
diabetischer Nephropathie konnte durch Gorin und Mitarbeiter gezeigt werden. Durch den 
Einsatz von Nox4-antisense-Oligonukleotiden, die über Minipumpen streptozotoxin-
induzierten diabetischen Ratten infundiert worden, konnte eine Inhibierung der Nox4-
Expression, eine Reduktion der ROS-Bildung sowie eine Verhinderung der Hypertrophie 
beobachtet werden (Gorin et al., 2005). Ein Nox4-haltiger NAD(P)H-Oxidase-Komplex ist 
auch an der Insulin-induzierten H2O2-Bildung in 3T3-L1 Adipozyten beteiligt. Deshalb 
wird vermutet, dass Nox4 ebenfalls bei der Insulinrezeptor-vermittelten Signaltransduktion 
eine Rolle spielt (Mahadev et al., 2004). Reaktive Sauerstoffspezies der Nox4-haltigen 
NAD(P)H-Oxidase spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Angiotensin II-
induzierter Hypertrophie der Mesangialzellen (Gorin et al., 2004). Es wird eine Rolle von 
Rac1 bei der Aktivierung von Nox4 als Antwort der rezeptor-aktivierten Freisetzung von 
Arachidonsäure postuliert (Gorin et al., 2004). Dagegen konnten Martyn und Mitarbeiter 
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keinen Einfluss von Rac1 auf die Nox4-abhängige Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
beobachten (Martyn et al., 2006).  
Nox4 wird eine wichtige Rolle im kardiovaskluärem System zugeschrieben. Entsprechend 
den Expressionsuntersuchungen in vaskulären Endothelzellen scheint die Nox4-haltige 
NAD(P)H-Oxidase die wichtigste Quelle reaktiver Sauerstoffspezies in Endothelzellen zu 
sein (Sorescu et al., 2002; Ago et al., 2004; Kuroda et al., 2005). Da in arteriellen 
Endothelzellen Nox4 eine 10 - 20-fach erhöhte Expression im Gegensatz zu Nox2 zeigt, 
könnte es die katalytische Untereinheit in den Endothelzellen darstellen (Sorescu et al., 
2002). Reaktive Sauerstoffspezies, die von einer Nox4-haltigen NAD(P)H-Oxidase 
stammen, sind für den durch 7-Ketocholesterin induzierten oxidativen Stress 
verantwortlich (Pedruzzi et al., 2004). Nox4 wird auch in Fibroblasten des Herzens 
exprimiert. TGF-β stimuliert über einen ROS-abhängigen Mechanismus die Umwandlung 
von Herzfibroblasten zu Myofibroblasten. Durch Herabregulation der Nox4-Expression 
mittels siRNA-Technik kann eine Abnahme der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und 
eine Reduktion der TGF-β-induzierten Muskelzell-Aktin-Expression beobachtet werden 
(Cucoranu et al., 2005). Die Beteiligung einer Nox4-haltigen NAD(P)H-Oxidase am TGF-
β-Signalweg wurde sowohl in pulmonalen arteriellen Muskelzellen, als auch in HUVEC 
beschrieben (Hu et al., 2005; Sturrock et al., 2006).   
Die NAD(P)H-Oxidase 5 (Nox5) wurde von Cheng und Mitarbeiter kloniert (Cheng et al., 
2001). Sie beschrieben einen kodierenden Bereich von 565 Aminosäuren mit einer 
27%igen Homologie der AS-Sequenz zum Nox2-Protein. Im gleichen Jahr identifizierten 
Banfi und Mitarbeiter andere Translationsprodukte des Nox5-Gens (Nox5 α, β, γ, δ) (Banfi 
et al., 2001). Diese Nox5-Isoformen enthalten eine langes intrazelluläres N-terminales 
Ende mit Ca2+-abhängiger EF-Hand-Domäne. Nox5 ist hauptsächlich in der Milz, in 
Lymphknoten, im Pankreas, im Hoden und fetalen Geweben, sowie vaskulären 
Muskelzellen exprimiert (Banfi et al., 2001; Cheng et al., 2001). Während andere Nox-
Proteine im Menschen, Ratte und Maus nachgewiesen wurden, enthält das Genom der 
Ratte und Maus kein Nox5-Gen. Die enzymatische Aktivität einer Nox5-haltigen 
NAD(P)H-Oxidase wurde über eine Kalzium-abhängige Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies in einer Nox5-transfizierten Zelllinie gezeigt, wobei Kalziumionen Nox5 
durch die Anlagerung an das N-terminale EF-Hand-Motif aktivierten (Banfi et al., 2001). 
Die Kalziumanlagerung hat eine Konformationsänderung dieser Domäne zu Folge, 
wodurch eine intramolekulare Interaktion zwischen N-terminaler und C-terminaler 
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Domäne möglich wird (Banfi et al., 2004b). Die Abhängigkeit der Nox5-Aktiviät von 
zytosolischen Regulatoren ist unbekannt. Die physiologische Funktion von Nox5 ist 
ebenfalls nicht bekannt. In der Literatur wird für Nox5 eine Rolle in der Proliferation und 
Differenzierung von B- und T-Lymphozyten und in der Spermatozytenentwicklung 
diskutiert (Reth, 2002; Kamiguti et al., 2005).  
Darüber hinaus konnten Nox2-Homologe mit einer zusätzlichen Peroxidase-Domäne 
identifiziert werden. Diese wurden als Duox1 und 2 (duale Oxidase) bezeichnet. Duox1 
und Duox2 wurden aufgrund ihrer Lokalisation ursprünglich als Schilddrüsen-Oxidase 
beschrieben (Dupuy et al., 1999; De Deken et al., 2000). Das humane Duox1- und Duox2-
Protein besteht aus 1551 bzw. 1548 Aminosäuren. Sie haben eine Sequenzhomologie von 
83%. Zum Nox2-Protein zeigt sich eine 47%ige Homologie. Zusätzlich zu den beiden EF-
Hand-Motiven haben die Duox-Proteine eine N-terminale Peroxidase-ähnliche-Domäne. 
Eine Eisen-Bindung wie bei typischen Peroxidasen (z.B. Myeloperoxidase, 
Laktoperoxidase) ist aufgrund des Fehlens der hochkonservierten Bindungssequenz nicht 
möglich (O'Brien, 2000). Duox1 und Duox2 werden in der Schilddrüse exprimiert. Duox1 
konnte auch in Lunge, Pankreas, Plazenta und Prostata und Duox2 im Gastrointestinaltrakt 
(Magen, Dünndarm, Kolon) nachgewiesen werden (Geiszt et al., 2003c). Die Duox-
Proteine scheinen eine Rolle bei der Biosynthese von Thyroidhormonen zu spielen (De 
Deken et al., 2000).  
In Tabelle 1.1 sind die beschriebenen Nox2-Homologe zusammengefasst.  
 
Tab. 1.1: Nox-Familie - Homologe der Nox2 
Enzym / Synonym Gen-Lokus Expression Funktion bekannte Regulatoren 
Nox1 / 
Mox1, NOH-L 










Xp21.1 Phagozyten Immunabwehr p22phox, p47phox, 
p67phox, Rac1, Rac2 
 
Nox3 6q25.1-q26 Innenohr, fetales 
Gewebe 
Otoconia-Biosynthese p22phox, NoxO1, Rac1 
 
 
Nox4 /  
Renox 











Duox1 und 2 / 
Thox1 und 2 





modifiziert nach Rueckschloss et al., 2003; Geiszt, 2006 
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Die Entdeckung neuen NAD(P)H-Oxidase-Isoformen stellt eine wichtige Entwicklung in 
der ROS-Forschung dar. Die Expression der NAD(P)H-Oxidase ist damit verbreiteter als 
vorher angenommen. Die physiologischen Funktionen der Nox-Enzyme sind jedoch 
weiterhin unklar. Mittlerweile sind eine Reihe transgener und knockout-Tiermodelle 
vorhanden, die bei der Klärung der Regulation dieser Enzyme und ihre Rolle in der 
Pathogenese von Krankheiten helfen könnten.  
 
1.4 Biomechanische Stimulation von Endothelzellen 
 
Die Blutströmung und die aus ihr resultierenden Kräfte spielen eine wichtige Rolle bei 
zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Vorgängen, denn durch die 
Ausübung von biomechanischen Reizen auf die Gefäßwand können Adaptationen des 
vaskulären Systems gesteuert werden.  
Das Endothel ist eine einlagige gefäßwandauskleidende Zellschicht, die eine mechanische 
Barriere zwischen fließendem Blut und Gefäßwand bildet. Es spielt eine wichtige Rolle in 
der Regulation der Homeostase und Gerinnung. Außerdem ist das Endothel wichtig für die 
Regulation des Vasotonus, der Kontrolle der Plättchenaktivierung, der Immunantwort und 
der Leukozyten-Gefäßwand-Interaktion.  
Endothelzellen werden in vivo aufgrund ihrer Position permanent biomechanischen 
Kräften wie Schubspannung, Dehnung und hydrostatischem Druck ausgesetzt. Ein 
Merkmal dieser Kräfte ist ihre Wirkungsrichtung in Bezug auf die Endothelzelle. Die 
Schubspannung ist die vom Blutfluss ausgelöste Reibungskraft auf das Endothel. Der 
Vektor der Schubspannung ist tangential zur luminalen Oberfläche in Richtung der 
Blutströmung gerichtet. Die rhythmischen Dehnungskräfte wirken, aufgrund der pulsatilen 
Änderung des Blutdruckes, in zirkulärer Richtung auf den Querschnitt des Gefäßes. Der 
hydrostatische Druck ist dagegen senkrecht zur Endothelzelloberfläche ausgerichtet. 
Durch biomechanische Kräfte wirken ständig wichtige regulatorische Stimuli auf die 
Endothelzelle, die zur Modulation der Genexpression und anderen zellulären Funktionen 
führen. Weiterhin spielen die hämodynamischen Kräfte bei vielen pathophysiologischen 
Prozessen in der Gefäßwand eine Rolle. So sind sie wichtige Modulatoren des vaskulären 
Remodelings und der Hypertrophie. Ihnen wird bei der Entwicklung der Atherosklerose 
eine wichtige Rolle zugeschrieben. Es ist schon lange Zeit bekannt, dass es im 
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Gefäßsystem offensichtlich Prädilektionsstellen für die Entstehung atherosklerotischer 
Plaques gibt. Diese Stellen sind Gefäßabschnitte mit lokal erhöhter Dehnung und 
verringerter bzw. oszillierender Schubspannung (Caro et al., 1971; Ku et al., 1985; Moore 
et al., 1994). 
 
 
Abb. 1.7: Hämodynamische Kräfte der Gefäßwand. Wichtige mechanische Reize sind Schubspannung 
und Dehnung. Schubspannung τ kann durch die Gleichung: τ = 4Q * η / π * ri3  beschrieben 
werden (Q - Flussrate, η - Viskosität der Flüssigkeit, r - Radius) Dehnung wird durch die  
Gleichung St = (Pi-Pe) * (ri / w) beschrieben (Pi-Pe - transmuraler Druck, r - Radius, w -  Intima-
Media-Dicke) (modifiziert nach Morawietz, 2005) 
 
Zyklische Dehnung (Abb. 1.7) ist als eine sich wiederholende mechanische Deformation 
der Gefäßwand durch Übertragung von Herzfrequenz und Blutdruckamplitude definiert 
(Kakisis et al., 2004). Dieser Stimulus wird auch als Stretch bezeichnet (Davies und 
Tripathi, 1993). In vivo Messungen an Mensch und Tier und in vitro Modelle zeigen unter 
physiologischen Bedingungen eine Wanddehnung von 5 - 6%, die unter Bluthochdruck auf 
mehr als 20% steigen kann (Patel et al., 1965; Steinman und Ethier, 1994; Osol, 1995).  
Die Applikation von zyklischer Dehnung bewirkt eine Adaptation der vaskulären Zellen 
durch vermehrte Bildung von Aktin-Stress-Fasern und Reorganisation der Aktinfilamente 
senkrecht zum Vektor der Dehnung und damit eine Elongation der Zelle (Iba und Sumpio, 
1991; Zhao et al., 1995). Dieses Phänomen wurde in glatten Muskelzellen (Cheng et al., 
1999) und Endothelzellen (Naruse et al., 1998a; Naruse et al., 1998b; Naruse et al., 1998c; 
Kito et al., 2000) beobachtet.  
Bis heute sind weniger dehnungsabhängige als schubspannungsabhängige Gene 
beschrieben worden. Zu diesen Genen zählen eNOS (Awolesi et al., 1995; Ziegler et al., 
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1998), Pre-Pro-ET-1 (Malek und Izumo, 1992) und ICAM-1 (Cheng et al., 1996). Hierbei 
ist zu berücksichtigen, dass für jedes einzelne dieser Gene auch eine z.T. sogar 
gegenläufige Abhängigkeit von der Schubspannung nachgewiesen werden konnte. Mittels 
DNA-Mikroarray-Technik konnte gezeigt werden, dass die Endothelzelle zwischen 
unterschiedlichen hämodynamischen Stimuli unterscheiden kann. So konnten die beiden 
biomechanischen Kräfte Schubspannung und Dehnung eine unterschiedliche Regulation 
der endothelialen Genexpressionsprofile bewirken (Andersson et al., 2005).  
Erhöhte mechanische Dehnung (z.B. bei hämodynamischer Überlast) wird außerdem als 
möglicher proliferativer Stimulus in der Spätphase der Atherosklerose angesehen (Osol 
1995). Die durch zyklische Dehnung per se beobachtete erhöhte ROS-Bildung wird im 
Zusammenhang mit der NAD(P)H-Oxidase diskutiert. So konnte gezeigt werden, dass 
p47phox bei der dehnungsinduzierten ROS-Bildung in kultivierten murinen Muskelzellen 
eine Rolle spielt (Grote et al., 2003). Hochdruck induziert die Translokation (Oeckler et 
al., 2003) und Phosphorylierung von p47phox in isolierten Arterien über einen Ca2+- und 
PKC-abhängigen Mechanismus (Ungvari et al., 2003b). Isolierte Gefäße, die durch 
Hochdruck länger einer erhöhten Dehnung ausgesetzt waren, zeigten eine erhöhte 
NAD(P)H-Oxidase-abhängige Radikalbildung und endotheliale Dysfunktion (Ungvari et 
al., 2003b). Dehnung stimuliert weiterhin die Angiotensin II-vermittelten Effekte auf die 
ROS-Bildung glatter Muskelzellen (Hitomi et al., 2006; Zhou et al., 2006). In kultivierten 
Endothelzellen erhöhte zyklische Dehnung die ROS-Bildung (Matsushita et al., 2001), die 
durch Transfektion mit dominant-negativem Rac verhindert werden konnte (Wung et al., 
2001). 
Weitere Arbeiten sind nötig, um den Mechanismus der Aktivierung der endothelialen 
NAD(P)H-Oxidase und die Rolle des Rac-Proteins bei der dehnungsinduzierten Bildung 
vaskulärer Radikale besser verstehen zu können. Dabei ist insbesondere die 
dehnungsabhängige Regulation der in Endothelzellen exprimierten Nox4-haltigen 
NAD(P)H-Oxidase unbekannt.  
Schubspannung wird durch den Blutstrom an der luminalen Seite der Endothelzelle erzeugt 
(Abb. 1.7). Der Blutstrom eines Gefäßabschnittes kann durch die Anpassung der 
Gefäßgeometrie (Durchmesser und Länge) und Gefäßtopologie (Verzweigungsstruktur des 
Netzes) kurz- und langfristig reguliert werden. Die Schubspannung ist somit ein geeigneter 
Parameter, um die Anpassung des Blutgefäßes an den Blutfluss zu vermitteln. Ein 
kontinuierlicher Blutfluss über die Endothelzelle wird als wichtigster Faktor der Kontrolle 
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der vaskulären Homeostase beschrieben. Das Spektrum der Schubspannung im 
Gefäßsystem reicht von unter 1 dyn/cm2 bis zu 100 dyn/cm2 (Nerem et al., 1998). Die 
höchsten Werte treten an Bifurkationen großer zentraler Arterien auf. Entlang der 
arteriellen Strombahn bis in die Kapillaren erfolgt ein Abfall bis auf 1 dyn/cm2 (Nerem et 
al., 1998).  
Um die Effekte der Schubspannung auf das Endothel zu untersuchen, werden zwei in vitro-
Modellsysteme verwendet. Beim Flusskammer-Modell begrenzen zwei parallele, mit 
Zellen kultivierte Platten, den Flusskanal (Mo und Rosenberger, 1991). Die Kammer wird 
mit einem Medium bekannter Viskosität durchströmt, so dass die Schubspannung, der die 
Zellen ausgesetzt sind, lineare zum Volumenfluss ist.  
Im zweiten Modell, einem Platte-Kegel-System (Sdougos, 1984), werden durch einen 
rotierenden Konus über eine Flüssigkeit auf einer festen Bodenplatte vom Ort unabhängige 
Scherkräfte übertragen. Wird als Bodenplatte eine mit Zellen bedeckte Petrischale 
verwendet, so erfolgt die Übertragung der Scherkräfte in Form von Schubspannung auf die 
Zellen (Bussolari et al., 1982). Durch Abstimmung von Konusgeometrie, 
Mediumviskosität und Rotationsgeschwindigkeit kann bei dieser Anordnung ein breites 
Spektrum an laminarer oder turbulenter Strömung erzeugt werden. 
Laminare Schubspannung in Bereichen einfacher Gefäßarchitektur erhöht die 
Stickstoffmonoxid-Bildung, induziert die NO-Synthase- und Superoxiddismutase-
Expression. Ihr werden deshalb anti-atherosklerotische Eigenschaften zugeschrieben. Die 
verstärkte schubspannungsabhängige endotheliale Bildung von Prostazyklin und NO 
(Frangos et al., 1985; Pohl und Busse, 1989; Duerrschmidt et al., 2006) haben eine 
vasodilatierende und thrombozytenaggregation-hemmende Wirkung (Busse und Fleming, 
1998). Chronische Applikation laminarer Schubspannung bewirkt eine Differenzierung 
und eine Ausrichtung der Endothelzellen in Strömungsrichtung in vivo und in vitro 
(Flaherty et al., 1972; Dewey et al., 1981). Dies ist mit einem komplexem Umbau des 
endothelialen Zytoskelett und der Ausbildung von Aktin-Stress-Fasern verbunden (Franke 
et al., 1984). Oszillatorische oder turbulente Schubspannung an arteriellen Bifurkationen 
führen eher zum pro-atherosklerotischen Phänotyp (Gimbrone et al., 2000; Berk et al., 
2001). Diese Art des Flusses wird in Gebieten mit hoher Inzidenz für Plaquebildung 
gefunden (Gefäßverzeigung). 
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In DNA-Mikroarray-Analysen wurden verschiedene Gene beschrieben, die durch laminare, 
jedoch nicht durch turbulente Strömung aktiviert werden und umgekehrt (Topper et al., 
1996). 
Im Gegensatz zum transienten Anstieg und chronischer Herabregulation der ROS-Bildung 
während laminarer Schubspannung (Hwang et al., 2003a; Wojciak-Stothard und Ridley, 
2003; Duerrschmidt et al., 2006) erhöht oszillatorische Schubspannung die Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies kontinuierlich (De Keulenaer et al., 1998; Hwang et al., 
2003a). Dabei scheint p47phox eine entscheidende Rolle zu spielen, denn Zellen von 
p47phox-/--Mäusen zeigen keinen Anstieg der ROS-Bildung während oszillatorischer 
Schubspannung (Hwang et al., 2003a). 
Die molekularen Mechanismen der atheroprotektiven Wirkung laminarer Schubspannung 
sind bisher nur unvollständig verstanden.  
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1.5 Ziel der Arbeit 
 
NAD(P)H-Oxidasen sind eine Hauptquelle für vaskuläre Superoxidanionen und oxidativen 
Stress. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die dominante Nox-Isoform der endothelialen 
NAD(P)H-Oxidase zu identifizieren. Weiterhin sollte der Einfluss mechanischer Stimuli in 
vitro und fettreicher Ernährungsweise in vivo auf die Expression der endothelialen 
NAD(P)H-Oxidase und die endotheliale Bildung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht 
werden. 
 
Zunächst sollte die Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und deren 
Isoformen in humanen Endothelzellen im Vergleich zu monozytären Zellen untersucht und 
die intrazelluläre Lokalisation analysiert werden. Darüber hinaus sollte durch 
Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten deren funktionelle Relevanz 
analysiert und Regulationsmechanismen identifiziert werden.  
 
In vivo sind Endothelzellen ständig biomechanischen Kräften wie Schubspannung und 
Dehnung ausgesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher der Einfluss dieser 
biomechanischen Modulation auf die Regulation der Bildung von ROS in humanen 
Endothelzellen näher analysiert werden. Schwerpunkt der Untersuchungen sollte die 
Analyse der Bildung von •O2- und NO sowie der Expression der endothelialen NAD(P)H-
Oxidase und antioxidativ wirksamer Enzyme nach Applikation laminarer Schubspannung 
und zyklischer Dehnung sein. Weiterhin sollte der Einfluss biomechanischer Stimuli auf 
die transkriptionelle Regulation der dominanten Nox-Isoform untersucht werden. 
 
Im dritten Teil der Arbeit sollte die vaskuläre NAD(P)H-Oxidase-Expression in vivo 
überprüft werden. Insbesondere die fett- und kalorienreiche Ernährungsweise der 
westlichen Industrieländer wird neben anderen Lebensstilfaktoren für die hohe Prävalenz 
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen verantwortlich gemacht. In vitro und ex vivo induziert 
oxidiertes LDL die vaskuläre ROS-Bildung, in dessen Folge es zu einer Beeinträchtigung 
der endothelialen Gefäßfunktion kommt. Zur weiteren Aufklärung des Mechanismus der 
LDL-induzierten ROS-Bildung in vivo und des Einflusses von NAD(P)H-Oxidasen sollten 
Wildtyp- und Nox2-defiziente- (Nox2-/-) Mäuse mit einer fettreichen Diät (Western diet) 
gefüttert und anschließend der Einfluss dieser Fütterung auf die NAD(P)H-Oxidase-
Expression und ROS-Bildung analysiert werden.  
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2 Material und Methoden 
2.1  Material 
 
Die Grundchemikalien wurden in analysereiner Qualität von folgenden Herstellern 
bezogen: 
 Merck, Darmstadt 
 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisendorf 
 
Zur Herstellung von Lösungen, Puffern, Medien und Reaktionsansätzen wurde 
deionisiertes Wasser (dH2O) verwendet (Seralpur Delta UF, Seral, Ransbach-Baumbach). 
Die Reagenzien für die reverse Transkription (RT) und Polymerasekettenreaktion (PCR) 
wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. 
Restriktionsendonukleasen und weitere molekularbiologische Produkte wurden von der 
Firma Promega (Heidelberg) bzw. NEB (Frankfurt am Main) bezogen. 
In RNA-Analysen wurde für Lösungen und Reaktionsansätze dH2O eingesetzt, das durch 
Behandlung mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) RNase-frei ist. Dazu wurde 1 l dH2O mit 
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2.1.1 Molekularbiologische Produkte 
 
a) Kits und Standards 
TriFast-Reagenz      peqGOLD, Erlangen 
RNeasy-Fibrous-Tissue-Mini-Kit    Qiagen, Hilden 
QuantiTect-SYBR-Green-PCR-Kit    Qiagen, Hilden 
TaqCORE-Kit10      Qbiogene, Eschwege 
Genomic-DNA-Purification-Kit    Fermentas, St.Leon-Rot 
JETQUICK-Plasmid-Miniprep-Spin-Kit    Genomed, Löhne 
JETSTAR-Midi      Genomed, Löhne 
JETQUICK-Gel-Extraktion-Spin-Kit   Genomed, Löhne 
TOPO-XL-PCR-Cloning-Kit     Invitrogen, Karlsruhe 
TOPO-TA-Cloning-Kit     Invitrogen, Karlsruhe 
LigaFast-Rapid-DNA-Ligation-System   Promega, Heidelberg 
DNA-Polymerase-I-Large-(Klenow)-Fragment-Kit  Promega, Heidelberg 
QuikChangeTM-Site-Directed-Mutagenesis-Kit  Stratagene, Amsterdam 
Dual-Luciferase-Reporter-Assay-System   Promega, Heidelberg 
HUVEC-Nucleofector-Kit     Amaxa, Köln 
BCA-Protein-Assay-Reagent-Kit    Pierce, Bonn 
Western-Lightning-Chemiluminescence-Reagent-Plus  Perkin Elmer, Rodgau 
 
100 bp DNA Leiter      Fermentas, St.Leon-Rot 
1 kb DNA Leiter      Fermentas, St.Leon-Rot 
Protein Standard      Fermentas, St.Leon-Rot 
Pre-Stained-Protein-Standard    Fermentas, St.Leon-Rot 
Protease Inhibitor Cocktail P8340     Sigma-Aldrich, Deisendorf  
 
b) Enzyme 
Restriktionsendonukleasen     Promega; Heidelberg 
        NEB, Frankfurt am Main 
T4 Ligase       Promega, Heidelberg 
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)    Promega. Heidelberg 
Isis DNA Polymerase      Qbiogene, Eschwege 
DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragment  Promega, Heidelberg 
RNaseOUTTM Ribonuklease Inhibitor    Invitrogen, Karlsruhe 
SuperScriptTM II Reverse Transkriptase    Invitrogen, Karlsruhe 
 
c) Vektoren 
pCR-XL-TOPO      Invitrogen, Karlsruhe 
pCR-II-TOPO       Invitrogen, Karlsruhe 
pcDNA4/TO/myc-His A, B, C    Invitrogen, Karlsruhe 
pcDNA4/TO/lacZ      Invitrogen, Karlsruhe 
pGL3-Basic       Promega, Heidelberg 
pRL-CMV       Promega, Heidelberg 
 
d) Bakterienstämme  
Chemically Competent E.coli DH5α    Invitrogen, Karlsruhe 
Chemically Competent E.coli TOP10   Invitrogen, Karlsruhe 
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2.1.2 Produkte für die Messung von Radikalen 
Lucigenin       Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Coelenterazin       Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Diogenes-Reagenz      National Diagnostics, USA 
Cytochrom c       Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Dihydroethidium (DHE)     MoBiTec, Göttingen 
Superoxiddismutase      Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Superoxiddismutase (Polyethylenglykol-gekoppelt) Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Katalase       Sigma-Aldrich, Deisendorf 
NADPH       Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Xanthin       Riedel-de Haen AG, Seelze 
Xanthinoxidase      Merck, Darmstadt 
 
2.1.3 Zellkulturprodukte 
Gelatine       Sigma-Aldrich, Deisendorf 
Collagenase Typ II      PAA, Kölbe  
Medium 199 (M199)      Invitrogen, Karlsruhe 




Medium 199 farblos (2x)     Invitrogen, Karlsruhe 
 Earle’s Salze 
 L-Glutamin 
 ohne Phenolrot 
 
Endothelial Cell Basal Medium MV2   PromoCell, Heidelberg 
Endothelmedium mit L-Glutamin    PAA, Cölbe 
RPMI 1640-Medium      PAA, Cölbe 
Fungizone       Invitrogen, Karlsruhe 
 250 µg/ml Amphotericin B 
 
Penicillin-Streptomycin     Invitrogen, Karlsruhe 
 10000 U/ml Penicillin 
 10000 µg/ml Streptomycin 
 
Fötales Kälberserum (FKS)     PAA, Cölbe 
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS-Lösung)  Invitrogen, Karlsruhe 
 ohne Kalzium und Magnesium 
 ohne Phenolrot 
 
Dulbeccos phosphate-buffered saline (PBS)   Invitrogen (Gibco), Karlsruhe 
Trypsin (ohne Phenolrot)     Invitrogen (Gibco), Karlsruhe 
Trypsin (mit Phenolrot)     Invitrogen (Gibco), Karlsruhe 
Trypsin Inhibitor, aus Sojabohnen    Invitrogen (Gibco), Karlsruhe 
Luria Broth Base (LB-Medium)   Carl Roth, Karlsruhe 
Luria Agar (LB-Agar)    Carl Roth, Karlsruhe 
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2.1.4 Zellkulturmedien 
M199-Endothelzellmedium   10% fötales Kälberserum 
      Natrumbicarbonat 
      1:100 Penicillin/ Streptomycin 
      1:500 Fungizone  
      in Medium 199 
 
M199-Endothelzellmedium (farblos) 10% fötales Kälberserum 
      1:100 Penicillin/ Streptomycin 
      1:500 Fungizone  
      in 1x Medium 199 ohne Phenolrot 
 
Nabelschnurpuffer    Medium 199  
      Natrumbicarbonat 
      1:100 Penicillin/ Streptomycin 
      1:500 Fungizone  
 
Gelatinelösung    2% Gelatine in deionisiertem, sterilem H2O 
 
Collagenaselösung    0,05%ige Collagenase II in PBS 
 
Endothelzellwachstumsfaktor  isoliert aus der Retina von Kälberaugen 
 
2.1.5 Puffer und Lösungen 
10x TAE-Puffer   2 M Tris-Base 
(Tris-Borat-EDTA-Puffer)    Eisessig 
 0,5 M Natrium-EDTA 
 in deionisiertem H2O  
 (RNA-Gel: DEPC-behandelt) 
 
Probenpuffer für Agarose-Gele  50% Glycerin 
 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
 1 mM Natrium-EDTA 
 0,25% Bromphenolblau 
 in deionisiertem Wasser  
 (RNA-Gel: DEPC-behandelt) 
 
Lyse-Puffer 20 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
 1% (w/v) SDS  
 Protease Inhibitor Cocktail P8340  
 
Sammelgel-Puffer (SDS-PAGE)   1 M Tris-HCl (pH 6,8) 
 
Trenngel-Puffer (SDS-PAGE)   1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
 
 
4x Lauf-Puffer (SDS-PAGE)    50 mM Tris-Base 
380 mM Glycin 
0,1% SDS 
 
Material und Methoden             34 
Transfer-Puffer     25 mM Tris-HCl (pH 8,2) 
 192 mM Glycin 
 20% Methanol 
 0,0375% SDS 
 
TBS-T-Puffer      20 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
       150 mM NaCl 
       0,1% Tween 20 
 
Blockierungslösung     5% Milchpulver in TBS-T-Puffer  
 
Ponceau-S-Färbelösung    0,5% Ponceau 
 1% Essigsäure in Wasser 
 
4x Proteinladepuffer     250 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
(Lämmli-Puffer) 400 mM DTT 
 60% Glycerol 
 4% SDS 
 2% Bromphenolblau 
 
Krebs-Henseleit-Puffer    120 mM NaCl 
 25 mM NaHCO3
 10 mM Glukose 
 5 mM KCl 
 1,6 mM CaCl2-2⋅H2O 
 1,2 mM KH2PO4
 1,2 mM MgSO4-7⋅H2O 
 0,02 mM Ca-Tritriplex 
 (pH 7,4) 
 carbogenbegast 
 
Griess-Reagenz    2% Sulfanilamid 
      0,2% N-1-Naphthyl-Ethylendiamin 
      in 2,5%iger H3PO4 
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2.2  Methoden 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
2.2.1.1 Isolation und Kultivierung von humanen Endothelzellen 
Die Nutzung von Nabelschüren zur Isolierung humaner Endothelzellen wurde von der 
Ethikkommission genehmigt (Aktenzeichen: EK124082003). Sie erfolgte durch 
Modifikation der Methode von Jaffe (Jaffe et al., 1973).  
Die Nabelschnur wurde nach der Entbindung in Nabelschnurpuffer überführt und bei 4°C 
gelagert. Die Isolierung der Endothelzellen erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 
Raumtemperatur. Alle Medien und Lösungen wurden auf 37°C temperiert. Für die 
Isolation venöser Endothelzellen (HUVEC) wurden die Venenenden kanüliert und das 
Lumen mit sterilem PBS durchspült. Anschließend wurden die Venen 12 min bei 37°C 
intraluminal mit 2% Collagenase II (PAA, Cölbe) inkubiert, wobei die Kanülenenden mit 
einem 3-Wege-Hahn verschlossen wurden. Die abgelösten Endothelzellen wurden durch 
Spülen mit 15 ml Medium 199 in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Nach Zentrifugation 
(10 min, 1000 x g) wurde das Zellpellet in 5 ml Medium 199 resuspendiert und in ein mit 
Gelatine beschichtetes Zellkulturgefäß überführt. Wurden Endothelzellen aus mehreren 
Nabelschnüren isoliert, so wurden alle resuspendierten Endothelzellen vereinigt, gemischt 
und dann auf eine entsprechende Anzahl Zellkulturgefäße verteilt. Die Endothelzellen 
wurden bei 37°C in einer wasserdampfgesättigten CO2-Atmosphäre (5% CO2) kultiviert. 
Nach 3 h wurde das Medium durch M199-Endothelzellmedium mit 
Endothelzellwachstumsfaktor (1% v/v) ersetzt und alle 48 Stunden gewechselt. 
Die Isolierung und Kultivierung der arteriellen Endothelzellen aus der Nabelschnur 
(HUAEC) erfolgte aus den Arterien analog der Präparation aus den Venen wie oben 
beschrieben.  
Humane dermale mikrovaskuläre Endothelzellen (HMEC-1) wurde freundlicherweise von 
F. Candal (CDC, Atlanta) zur Verfügung gestellt und entsprechend der Anleitung bei 37°C 
im CO2-Inkubator (5% CO2) in Endothelial Cell Basal Medium MV2 kultiviert (Ades et 
al., 1992). Die humane monozytäre Zelllinie THP-1 wurde von der Abteilung für 
Experimentelle Kardiologie (TU Dresden) freundlicherweise zur Verfügung gestellt und in 
RPMI-Medium kultiviert.  
 
Material und Methoden             36 
Die Vermehrung der Zellen erfolgte durch Passagieren, wobei die Zellen durch 
Trypsinierung von den Zellkulturschalen gelöst wurden und dann im Verhältnis 1 : 7 auf 
neue Zellkulturschalen ausgesät wurden. Die Versuche erfolgten mit Zellen der jeweils 
angegebenen Passage. 
 
2.2.1.2 Isolation und Kultivierung von Monozyten  
Humane Monozyten wurden aus buffy coats (Erythrozyten-angereicherte Blutkonserven) 
durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und anschließender Adhärenztrennung 
gewonnen.  
Der buffy coat ist ein durch Zentrifugation einer Vollbluteinheit gewonnener 
Blutbestandteil, der einen hohen Anteil an weißen Blutzellen und Thrombozyten enthält. In 
einem Leucosep-Falcon-Röhrchen wurden 15 ml Lymphozytentrennmedium 
(ρ=1,077 g/cm3) mit 30 ml 1 : 1,4 in PBS verdünnten buffy coat überschichtet. Die Proben 
wurden mit 400 x g bei Raumtemperatur für 20 min zentrifugiert. Die Lymphozyten und 
Monozyten (PBMC=peripheral blood mononuclear cells) sammeln sich dabei entsprechend 
ihrer spezifischen Dichte in der Interphase als weißer Ring zwischen dem Überstand aus 
Plasma/Thrombozyten und der Ficoll-Phase. Das Zellsediment bilden aufgrund ihrer 
höheren Dichte Erythrozyten und Granulozyten. Die angereicherten PBMC’s wurden 
abgenommen und die Monozyten mittels optionaler Percol-Dichtegradientenzentrifugation 
angereichert. Dazu wurde eine Percolllösung (ρ=1,0064 g/cm3) mit PBMC’s überschichtet, 
mit 400 x g bei Raumtemperatur für 15 min zentrifugiert und die Zwischenphase in ein 
neues Röhrchen überführt. Anschließend wurde die Zellzahl bestimmt und die 
angereicherten Monozyten in einem weiteren Zentrifugationsschritt (200 x g; 10 min) 
sedimentiert. Das Zellpellet wurde in Medium M199 resuspendiert und in eine mit Plasma 
(aus dem Überstand der Ficoll-Zentrifugation) beschichtetes Zellkulturgefäß überführt. Die 
Zellen wurden bei 37°C in einer wasserdampfgesättigten CO2-Atmosphäre (5% CO2) 
kultiviert. Weitere Monozytenanreicherung erfolgte durch Adhärenztrennung, indem das 
Medium mit nichtmonozytären Zellen nach 45 min entfernt und die Zellen 2-mal mit 
HBSS gewaschen wurden. Danach erfolgte die Kultivierung mit Medium 199 mit 10% 
FKS im Inkubator. 
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2.2.1.3 Applikation von Schubspannung auf Endothelzellen
Die Applikation von laminarer Schubspannung auf konfluente Endothelzellkulturen 
erfolgte mit einem nach Sdougos modifizierten Plattenkegel-Viskometer (Sdougos, 1984). 
Dieses besteht aus einer Petrischalenhalterung, einem drehbaren Kegel aus Polycarbonat 
mit Justiereinrichtung, einer Motor-Getriebe-Kombination und einer Steuereinrichtung zur 
stufenlosen Einstellung der Geschwindigkeit des Kegels. Der Winkel α des Kegels beträgt 
0,5° und ermöglicht eine laminare Strömung des Mediums über den Endothelzellen. Die 
Intensität der Schubspannung ist neben der Winkelgeschwindigkeit und dem Winkel α des 
Kegels von der Viskosität des Mediums abhängig. Die Zugabe von 5% Dextran (Sigma, 
Deisendorf) erhöht die Viskosität des Endothelzellmediums 2,95-fach von 0,007 dyn/cm2 
auf 0,02065 dyn/cm2 und vermeidet einen Medienverlust durch zu hohe Fliehkräfte bei 
hohen Winkelgeschwindigkeiten. Die Plattenkegel-Viskometer-Apparatur ist in Abb. 2.1 
dargestellt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Endothelzellen mit frischem M199-
Endothelzellmedium ohne (bei Schubspannung von 1 dyn/cm2, d.h. 0,1 N/m2) bzw. mit 5% 
Dextran (bei Schubspannung von 30 dyn/cm2, d.h. 3 N/m2) für 1 h stationär kultiviert, in 
die Plattenkegel-Apparatur eingesetzt, der Kegel über die Zellen abgesenkt und die 
spezifische Schubspannung am Potentiometer der Steuerung durch Einstellung der 
entsprechenden Winkelgeschwindigkeit ausgewählt. Bei jeder Probe wurde eine 
zeitgleiche interne stationäre Kontrolle (ohne Schubspannung) mit gleichem Medium (mit 
bzw. ohne Dextran) analysiert. 
 
2.2.1.4 Applikation von Dehnung auf Endothelzellen 
Die mechanische Dehnung von Endothelzellen erfolgte durch Applikation eines Vakuums 
mit einer Frequenz von 1 Hz in einer Flexcell-Dehnungsapparatur FX4000TTM mit loading 
Posts (Flexcell International Corporation, Hillsborough, USA) (Abb. 2.2). Die Amplitude, 
mit der die mit Endothelzellen besiedelte Silikonmembran gedehnt wurde, konnte durch 
Modifikation des computergesteuerten Vakuums variiert werden.  
Für die Dehnungsexperimente wurden humane Endothelzellen in speziellen 6-well-Platten 
(BioFlex Culture Plates, Dunn Labortechnik GmbH, Asbach) mit Collagen-Typ-I 
beschichteter elastischer Siliconmembran bis zum Erreichen der Konfluenz in M199-
Endothelzellmedium plus Endothelzellwachstumsfaktor kultiviert. Anschließend wurden 
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die Zellen über Nacht in serumfreiem Endothelmedium (PAA) inkubiert, in die 
Dehnungsapparatur eingesetzt und unterschiedlichen Dehnungsamplituden (5%, 12%) 
ausgesetzt. Bei jeder Probe wurde eine zeitgleiche interne stationäre Kontrolle (ohne 
Dehnung) mit gleichem Medium analysiert. 
 
 
Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Plattenkegel-Viskometer-Apparatur. Die Applikation von 
laminarer Schubspannung auf kultivierte Endothelzellen erfolgte durch einen rotierenden 
Plattenkegel mit einem Winkel α von 0,5°.  
 
 
Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Flexcell-Dehnungsapparatur FX4000TTM mit loading posts. Die 
Applikation von Dehnung auf humane Endothelzellen erfolgte durch Applikation eines 
Vakuums mit einer Frequenz von 1 Hz. 
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.2.1 Isolation von RNA aus Zellkulturen 
Die Präparation der RNA aus Zellkulturen erfolgte mittels TriFast-Reagenz (peqGOLD) 
nach Anleitung des Herstellers. Dazu wurde die Zellkultur mit PBS gewaschen und 
anschließend mit 1 ml TriFast-Reagenz pro 60-mm-Zellkulturgefäß die RNA isoliert. Das 
Zelllysat wurde in Reaktionsgefäße überführt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, um 
die Dissoziation der Nukleotidproteinkomplexe zu gewährleisten. Durch Zugabe von 
Chlorform und 5-minütiger Zentrifugation (12.000 x g; 4°C) erfolgte eine Phasentrennung. 
Die obere wässrige RNA-haltige-Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 
somit von DNA und Protein getrennt. Die Fällung der RNA erfolgte durch Zugabe von 
Isopropanol, anschließender Inkubation bei Raumtemperatur und 10-minütiger 
Zentrifugation (12.000 x g; 4°C). Das RNA-Pellet wurde mit 75% (v/v) EtOH und 
anschließender Zentrifugation (12.000 x g; 4°C) gewaschen. Nach der Trocknung des 
RNA-Pellets folgte die Aufnahme in 40 µl DEPC-H2O.  
 
2.2.2.2 Isolation von RNA aus murinen Aorten und Gewebe 
Für die Präparation von RNA aus Mausaorten wurde der RNeasy-Fibrous-Tissue-Kit 
(Qiagen) verwendet. Das Protokoll entspricht den Angaben des Herstellers.  
Jeweils 3 Aorten wurden gepoolt und im Lyse-Puffer mittels T8 ULTRA-TURRAX (IKA, 
Staufen) auf höchster Stufe homogenisiert. Nach der Verdünnung des Lysates wurden 
vorhandene Proteine durch Inkubation mit Proteinase K entfernt. Danach wurden die 
Zelltrümmer durch Zentrifugation pelletiert, der Überstand abgenommen und das klare 
Lysat mit Ethanol gemischt. Dieses wurde auf RNeasy-Säule gegeben, um die RNA an die 
Silica-Gel-Membran zu binden. Vorhandene DNA wurde durch eine 15-minütige 
Inkubation mit DNase abgebaut. Die RNA wurde mit 30 µl DEPC-H2O von der Membran 
eluiert. 
Für die Isolation von RNA aus Organen wurden ca. 100 mg Gewebe mittels T8 ULTRA-
TURRAX (IKA, Staufen) in 1 ml TriFast-Reagenz™ (peqGOLD) homogenisiert. Die 
RNA-Isolation erfolgte analog der Methode aus Endothelzellen (2.2.2.1). 
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2.2.2.3 Isolation genomischer DNA aus Zellen 
Die Isolation von genomischer DNA aus Endothelzellen erfolgte mit dem Genomic-DNA-
Purification-Kit (Fermentas) nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden Zellen lysiert 
und die DNA präzipitiert. Anschließend erfolgte durch Ethanolpräzipitation eine 
Entsalzung und Konzentrierung der DNA.  
 
2.2.2.4 Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration 
Um Qualität und Quantität von DNA- und RNA-Proben zu bestimmen, wurde nach 
Verdünnung die Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. Zusätzlich erfolgte eine 
Hintergrundkompensation bei 320 nm. Das Verhältnis A260/A280 ist der 
Reinheitskoeffizient und gibt über die Verunreinigungen mit Proteinen Aufschluss. Er 
sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen (Sambrook und Russell, 2001). 
Die Nukleinsäurekonzentration wurde mit Hilfe folgender Koeffizienten bestimmt: 
 
  1 A260-Einheit = 50 µg/ml doppelsträngige DNA 
  1 A260-Einheit = 40 µg/ml RNA 
 
2.2.2.5 Reverse Transkription 
Bei der reversen Transkription (RT) wurde RNA mit Hilfe von reverser Transkriptase in 
komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. 
Für die RT wurde folgender Reaktionsansatz verwendet: 
  RNA       500 ng 
  Random Primer     120 ng 
  DEPC-H2O      ad 11 µl 
Dieser Ansatz wurde zur Auflösung der RNA-Sekundärstruktur 3 min bei 72°C inkubiert 
und auf 4°C abgekühlt. Es folgte die Zugabe eines Enzym-Mixes bestehend aus: 
  First Strand Buffer     1x 
  Desoxyribonukleosidtriphosphat(dNTP)-Mix 12,5 mM 
  Dithiotreitol (DTT)      10 mM 
  RNaseOUTTM Ribonuklease Inhibitor   20 U 
  SuperScriptTM II Reverse Transkriptase   20 U 
  DEPC-Wasser      ad 10µl 
 
Der Ansatz wurde für 1 h bei 42°C inkubiert, dann für 1 min auf 95°C erhitzt, um die 
Transkriptase zu inaktivieren, und anschließend auf 4°C abgekühlt. 
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2.2.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation von cDNA wurde die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) 
nach Mullis genutzt (Mullis und Faloona, 1987). 
Der Reaktionsansatz (25 µl) setzte sich wie folgt zusammen: 
  Reaktionspuffer      1x 
  dNTP       20 µM 
  sense-Primer      20 µM 
  antisense-Primer     20 µM 
  Taq-DNA-Polymerase    1 U 
  RT-Ansatz mit cDNA    20 ng 
  steriles deionisiertes Wasser    ad 25µl 
 
Die cDNA wurde nach einem initialen Denaturierungsschritt für 1 min bei 95°C mit einem 
spezifischen PCR-Programm durch zyklisches Denaturieren der DNA (95°C, 30 s), 
Annealing der Primer an die Matrizen-DNA (primerspezifische Temperatur, 30 s) und 
Extension des zu synthetisierten Stranges (72°C, 30 s) amplifiziert. Nach finaler 
Extensionsphase von 2 min bei 72°C wurde der Reaktionsansatz auf 4°C abgekühlt. 
Sollten PCR-Fragmente für Klonierungen verwendet werden, wurde in dem PCR-
Reaktionsansatz eine DNA-Polymerase mit 3’- 5’ Exonuklease-Korrekturfunktion (Isis 
DNA-Polymerase, Qbiogene) im Verhältnis 1 : 1 zur Taq-DNA-Polymerase zugesetzt.  
Die verwendeten humanen und murinen genspezifischen Primersequenzen sind in 
Tab. 2.1, 2.2 und 2.3 zusammenfasst. 
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Tab. 2.1:  Humane genspezifische Primersequenzen  
Gen Genbank 
Acc.-Nr. 
Primer Sequenz (5’- 3’) Literaturverweis 
sense gttggtggagcgatttgtctgg  
18S rRNA NM_10098 
antisense agggcagggacttaatcaacgc  
     
sense catcaccatcttccaggagcg  GAPDH NM_002046 
antisense tgaccttgcccacagccttg  
     
sense ggttgtttggttagggctga  Nox1 NM_007052 
antisense tgaggaagagacggtag  
     
sense gctgttcaatgcttgtggct  Nox2 NM_000397 
antisense tctcctcatcatggtgcaca  
     
sense cggtctggtgatctctctgg  Nox3 NM_015718 
antisense gaccacagggcctaaaatcc  
     
sense taacctcaactgcagccttatc Nox4 NM_016931 
antisense cttttatccaacaatctcctggttctc 
mod. Wingler et al., 
2001 
     
sense tgtccaactgaaaccaaagc  Nox4 Variante AY288918 antisense aaaccaacggaaggactgg  
     
sense gcattggctgggtacacg Nox5 NM_024505 antisense aaggggtgccactcatag c  
     
sense cctctgagcagttcctgtcc  Duox1 NM_175940 antisense agagtgcagggttgatgtcc  
     
sense tacccaggaggtgaatgagc  Duox2 NM_014080 antisense aaactggtcgaggacaatgg  
     
sense gagtgggccatgtgggccaacg p22phox NM_000101 antisense ggatggtggccagcaggaag Lynn et al., 2000 
     
sense cccagccagcactatgtgta  p47phox NM_000265 antisense tgatgtctgtcgcggtactc  
     
sense gaccctcaaggagaccttcc  NoxO1 AY255768 antisense gctatgagcctccagactgt  
     
sense atgccttcagtgccgtccag   p67phox NM_000433 antisense tgcttccagacacactccatcg  
     
sense cgccttgcacctcttctc  NoxA1 NM_006647 antisense gccacattgtgtagcacctc  
     
sense acatggtctgggacttctgg  Katalase NM_001752 antisense gtccaggaggggtactttcc  
     
sense cgtcaccgaggagaagtacc  Mn SOD NM_000636 antisense agtcacgtttgatggcttcc  
     
sense tttaaagaagtggccaacg  
eNOS NM_000603 
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Tab. 2.2:  Murine genspezifische Primersequenzen  
Gen Genbank 
Acc.-Nr. 
Primer Sequenz 5’- 3’ Literaturverweis
sense cgctcccagcagaaggtcgtgattaccaagg Nox1 NM_172203 antisense ggagtgaccccaatccctgc 
Jung et al., 
2004 
     
sense agctatgaggtggtgatgttagtgg 
Nox2 NM_007807 antisense ttgcaatggtcttgaactcg 
mod. Jung et 
al., 2004 
 
sense acacctctgcctgctcattt Nox4 NM_015760 antisense agggaccttctgtgatcctcg 
mod. Jung et 
al., 2004 
     
sense tggacgtttcacacagtggt p22phox NM_007806 antisense gttggtaggtggttgcttgatg 
mod. Jung et 
al., 2004 
     
sense gcccaaagatggcaagaata  p47phox NM_010876 antisense atgacctcaatggcttcacc  
     
sense cttcaacataggctgcgtga  p67phox NM_010877 antisense cttcatgttggttgccaatg  
     
 oIMR0517 aagagaaactcctctgctgtgaa 
 oIMR0518 cgcactggaacccctgagaaag Nox2
-/-





Tab. 2.3: Humane genspezifische Primersequenzen zur Klonierung  
Gen Bemerkung Primer Sequenz (5’- 3’) 
sense agtctttgaccctcggtcct Amplifikation des kodierenden 
Bereiches aus humaner cDNA antisense ggaacacgacaatcagcctta 
   
sense agtgatggctgtgtcctggaggagctggctcgcc
aacgaagggg Auffüllen fehlender Basen am 5’Ende 
antisense ggaacacgacaatcagcctta 
   
sense agtctttgaccctcggtcct 
Nox4 
Deletion des Stopcodons 
antisense catacgctcgaggctgaaagactctttattgt 
sense ctgccaccatggggaact Amplifikation des kodierenden 
Bereiches aus humaner cDNA antisense agggctagctggagaagacc 
   
sense ctgccaccatggggaact 
Nox2 
Deletion des Stopcodons 
antisense ctcatggaagagacaagttagaagttttc 
sense catggggcagatcgagtg Amplifikation des kodierenden 
Bereiches aus humaner cDNA antisense tcacacgacctcgtcggtcac 
   
sense catggggcagatcgagtg 
p22phox
Deletion des Stopcodons antisense cacgacctcgtcggtcac 
sense ggacacagccatggcgccgg Nox4 
Promotor 
Amplifikation des Promotors aus 
humaner DNA antisense gtgtgctctttccctgatcc 
 
Material und Methoden             44 
2.2.2.7 Real-Time-PCR 
Mit der quantitativen Real-Time-PCR ist es möglich, über die Fluoreszenzintensität eines 
in doppelstängiger DNA interkalierenden Farbstoffes kontinuierlich die Menge an Produkt 
zu messen. Die Messung erfolgt am Ende jedes PCR-Zyklus bei einer Temperatur 
unterhalb der Schmelztemperatur der Amplifikate. Der Punkt, an dem das 
Fluoreszenzsignal signifikant höher ist als der Fluoreszenzhintergrund, wird als Ct-Wert 
(Cycle-Threshold) definiert und befindet sich in der exponentiellen Phase der 
Amplifikation.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Real-Time-PCR mit dem i-Cycler der Firma BioRad 
(München) und dem Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen (BioRad) durchgeführt. Zur 
Kontrolle der Amplifikate wurden die Proben nach dem letzten PCR-Zyklus in 0,5°C-
Schritten von 60°C bis auf 95°C erhitzt und dabei gleichzeitig die Fluoreszenzintensität 
gemessen. Die erste Ableitung der Fluoreszenzintensität ergibt die Schmelzkurve, in der 
das spezifische Produkt als einheitlicher Peak erscheinen sollte. 
Für die Real-Time-PCR wurde der QuantiTec-Reaktionskit (Qiagen) benutzt.  
Der Reaktionsansatz (20 µl) setzte sich wie folgt zusammen: 
  QuanitTec-Master-Mix     10 µl 
  sense-Primer      30 µM 
  antisense-Primer     30 µM 
  FITC       25 pM 
  RT-Ansatz mit cDNA    20 ng 
  steriles deionisiertes Wasser    ad 20 µl 
 
Die cDNA wurde anschließend mit folgendem Programm amplifiziert: 
95°C 15 min    Aktivierung der Polymerase 
94°C 20 s    Denaturierung 
58°C 30 s    Annealing         50x 
72°C 30 s   Elongation 
72°C 2 min    terminale Elongation 
60°C - 95°C in 0,5°C-Schritten erhitzen  
4°C 
 
Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mittels i-Cycler-iQ-Optical-System-Software (Vers. 
3.0 a) und mit dem Programm DART-PCR-Version-1.0 (Peirson et al., 2003). 
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2.2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Durchführung der Gelelektrophorese erfolgte nach Sambrook (Sambrook und Russell, 
2001) in einer Standard-Elektrophorese-Apparatur. Die Auftrennung von DNA bzw. die 
Kontrolle der RNA-Integrität wurde in 0,8% - 1,5%igen (w/v) Agarose-Gelen unter Zusatz 
von Ethidiumbromid (100 ng/ml) in 1x TAE-Puffer bei 8-10 V/cm Laufstrecke 
durchgeführt.  
2.2.2.9 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 
DNA-Fragmente spezifischer Größe wurden nach Elektrophorese auf dem UV-
Transilluminator aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Die Isolation erfolgte mit dem 
JETQUICK-Gel-Extraktion-Spin-Kit (Genomed) nach Angaben des Herstellers. Nach dem 
Auflösen des Geles wurde die DNA an eine Membran gebunden, gewaschen und 
anschließend mit dH2O eluiert. 
2.2.2.10 Klonierung von DNA-Fragmenten 
Die Klonierung von eluierten PCR-Fragmenten erfolgte zunächst mittels TOPO-TA-
Cloning-Kit (Invitrogen) in den Shuttle-Vektor pCR-II-TOPO oder pCR-XL-TOPO 
(Invitrogen). Das Prinzip beruht auf einem mit Vaccinia Topoisomerase I „aktivierten“ 
TA-Vektor (Shuman, 1994). Das für die TA-Klonierung notwendige überstehende 
Desoxyadenosin wurde mittels A-Tailing-Reaktion angefügt.  
Die Umklonierung in den Expressionsvektor pcDNA4/TO (Invitrogen) bzw. pGL3-Basic 
(Promega) erfolgte mittels Restriktionsverdau und spezifisch gerichteter Klonierung. Als 
Beispiel ist in Abb. 2.3 die Klonierungsstrategie für den kodierenden Bereich von Nox4 
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Abb. 2.3: Klonierungsstrategie am Beispiel der Klonierung des kodierenden Bereiches von Nox4. 
 
2.2.2.11 Glätten von überhängenden 5’-DNA-Enden 
Waren keine geeigneten Restriktionsschnittstellen im Vektor vorhanden, wurde mit Hilfe 
des „Klenow“-Fragments der DNA-Polymerase-I (Promega) 5’-Überhänge des DNA-
Doppelstranges geglättet und das Fragment in einen Vektor mit glatten, dephosphorylierten 
Enden ligiert. Dazu wurde 1 µg geschnittene Plasmid-DNA auf die entsprechende Menge 
mit Reaktionspuffer verdünnt. Die Inkubation mit 1 U Klenow-Fragment erfolgte bei 
Raumtemperatur für 10 min, die anschließende Enzyminaktivierung für 10 min bei 75°C. 
 
2.2.2.12 5’-DNA-Dephosphorylierung von Vektoren 
Um die Selbstligation eines mit Restriktionsendonukleasen geschnittenen Vektors zu 
verhindern, wurden die Vektorenden nach dem Restriktionsverdau mit alkalischer 
Phosphatase dephosphoryliert. Dazu wurde der Restriktionsansatz (20 µl) mit 1 µg 
geschnittenem Plasmid-Vektor auf eine entsprechende Menge mit Puffer verdünnt. Die 
Inkubation erfolgte mit 1 U alkalischer Phosphatase bei 37°C für 1 h. 
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2.2.2.13 Ligation von DNA-Fragmenten  
Zur Vorbereitung der Ligation wurde das zu klonierende DNA-Fragment und der Vektor 
mit derselben Restriktionsendonuklease geschnitten (2.2.2.16) und gereinigt (2.2.2.8). Die 
Ligation wurde mit dem LigaFast-Rapid-DNA-Ligation-System (Promega) nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Vektor und DNA-Fragment (Insert) wurden im molaren 
Verhältnis von 1 : 2 eingesetzt.  
Die Mengen für den Ligationsansatz wurden wie folgt bestimmt: 
 
100 ng Vektor * Größe [kb] des Inserts 
Größe [kb] des Vektors *  molares Verhältnis 
Insert 
Vektor = ng Insert 
 
Die Ligationsansätze (20 µl) enthielten 100 ng Vektor, entsprechende Mengen 
geschnittenes DNA-Fragment, 1 U T4-Ligase und Ligationspuffer. Die Inkubationszeit 
betrug 5 min für die Ligation von kohesiven Enden und 15 min für die Ligation von glatten 
Enden. Anschließend wurden die Ligationsansätze in E. coli transformiert (2.2.2.14). 
 
2.2.2.14 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien 
Kompetente E. coli-Bakterien (Invitrogen) werden durch Aufnahme resistenzvermittelnder 
Plasmide, die die zu vervielfältigende DNA enthalten, auf antibiotikahaltigem Medium 
selektiert.  
Kompetente E. coli-Bakterien (50 µl) wurden mit 10 µl Ligationsansatz gemischt und 
30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien bei 42°C 45 s. inkubiert und 
dann 2 min auf Eis abgekühlt. Durch diesen Hitzeschock wird eine vermehrte Aufnahme 
der Plasmide induziert. Nach Zugabe von 250 µl SOC-Medium (Invitrogen) wurde die 
E. coli-Kultur 1 h bei 37°C geschüttelt und danach auf Ampicillin (100 µg/ml)-Agarplatten 
plattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
2.2.2.15 Plasmid-DNA-Präparation 
Rekombinante Bakterien wurden in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin über Nacht bei 
37°C kultiviert. Nach dem Erreichen der optischen Dichte (OD600) von 1,5 wurden die 
Bakterien sedimentiert (5.000 x g; 10 min). Die Plasmid-DNA-Isolation basiert auf einem 
modifizierten Verfahren der basischen Lyse (Sambrook und Russell, 2001) mit 
nachfolgender DNA-Separation über Säulen (JETQUICK-Plasmid-Miniprep-Spin-Kit, 
JETSTAR-Midi, Genomed). 
 
Material und Methoden             48 
2.2.2.16 Restriktionsverdau von DNA 
Die durchgeführten Restriktionsansätze (20 µl) enthielten: 1 µg Plasmid-DNA, 1 U 
Restriktionsendonuklease und entsprechenden Reaktionspuffer. Die Ansätze wurden für 
einen analytischen Verdau 1 h, für einen quantitativen Verdau 4 h bei 37°C inkubiert. Die 
Spezifität der Restriktion (Bandenmuster) wurde mittels Gelelektrophorese analysiert. 
 
2.2.2.17 DNA-Sequenzierung 
Die in den Expressionsvektor klonierte cDNA wurde überlappend auf beiden Seiten mit 
jeweils spezifischen Primern sequenziert. Die kapillarelektrophoretische Auftrennung der 
nach der Methode von Sanger und Mitarbeiter (Sanger et al., 1977) generierten 
fluoreszenzmarkierten-DNA-Abbruchfragmente und die Fluoreszenz-Detektion erfolgten 
am Max-Planck-Institut für molekulare Zellbiologie und Genetik (CBG, Dresden). Die 
DNA-Sequenzen wurden mit der Vector-NTI 9.0-Software (Invitrogen, Karlsruhe) 
analysiert und mit DNA-Sequenz-Datenbanken verglichen. 
 
2.2.2.18 Mutagenese des Nox4-Promotor-Konstruktes 
Zur Einführung von Mutationen in doppelsträngige DNA wurde der QuikChangeTM-Site-
Directed-Mutagenesis-Kit (Stratagene) verwendet. Es wurde nach den Angaben des 
Herstellers gearbeitet.  
Zu diesem Zweck wurden Oligonukleotide mit der beabsichtigten Mutation in forward und 
reverse Richtung verwendet (Invitrogen, Karlsruhe). Bei der „Site-Directed-Mutagenesis“-
Methode wurde das wtNox4 Promotor-Vektor-Konstrukt zusammen mit dem forward und 
reverse Oligonukleotid, einem Gemisch aus Nukleotiden und DNA-Polymerase im PCR-
Verfahren amplifiziert. Durch initiales Erhitzen auf 95°C entstanden DNA-Einzelstränge. 
Bei 55°C banden die Oligonukleotide an die wtNox4 Promotor-DNA. Bei 68°C 
synthetisierte die Polymerase ausgehend vom Oligonukleotid einen neuen DNA-Strang. 
Der neu entstandene Einzelstrang enthielt die gewünschte Mutation. Dieser Vorgang 
wurde zur Amplifikation 15-mal wiederholt. Danach wurde methylierte wtNox4 Promotor-
DNA durch das Restriktionsenzym DpnI verdaut. Nach Transformation der mutierten 
DNA in E. coli-Bakterien und Inkubation über Nacht wurde die Plasmid-DNA präpariert 
(2.2.2.15). Durch die Mutagenese entstand eine zusätzliche Erkennungssequenz für das 
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Restriktionsenzym HincII. Mittels Restriktionsverdau (2.2.2.16) konnten daher die 
Plasmide auf Erfolg der Mutagenese überprüft werden. Die Sequenz der Plasmide, die eine 
zusätzliche HincII-Schnittstelle enthielten, wurde durch Sequenzierung (2.2.2.17) bestätigt. 
 
2.2.3 Proteinchemische Methoden 
2.2.3.1 Proteinpräparation aus eukaryontischen Zellkulturen 
Für die Gesamtproteinpräparation wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen 
und mit 100 µl Lysepuffer pro 60 mm Zellkulturschale lysiert. Um die Viskosität des 
Lysates zu verringern wurde die DNA durch mehrmaliges Aufziehen durch eine Kanüle 
fragmentiert. Durch Zentrifugation (6000 x g; 10 min; 4°C) wurden unlösliche 
Zelltrümmer abgetrennt. Die Konzentration der Proteine im Überstand wurde mit dem 
BCA-Protein-Assay (Pierce) gemäß Herstellerangaben bestimmt.  
 
2.2.3.2 Western-Blot-Analyse 
Je 20 µg Protein wurden in Lämmli-Puffer gelöst und für 10 min bei 95°C denaturiert. Die 
so behandelten Proteine wurden auf SDS-Polyacrylamidgele mit einem Protein-
Molekulargewichtsmarker (Fermentas) in einer Mini-Protean-III-Cell-Apparatur (BioRad, 
München) elektrophoretisch aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden anschließend 
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dazu wurde das Mini-
Trans-Blot-Transfer-Cell-System (BioRad) verwendet. Die Nitrozellulose-Membran, 
Whatman-Papier und das Gel wurden für 15 min in Transferpuffer äquilibriert. Der Wet-
Blot wurde nach Protokoll der Firma BioRad (München) durchgeführt. Die Nitrocellulose-
Membran wurde mit Ponceau-S-Farblösung gefärbt, um die Effizienz des Proteintranfers 
zu überprüfen. 
Die Nitrocellulose-Membran wurde anschließend in TBS-T-Lösung mit 5% Milchpulver 
für 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit in 
Blockierungslösung verdünnten primären Antikörpern (Tab. 2.4) über Nacht bei 4°C. Die 
Detektion der gebundenen spezifischen Antikörper erfolgte mit einem zweiten 
Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Immunoglobulin G (Tab. 2.4) durch Inkubation für 
1 h bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation mit primärem sowie sekundärem Antikörper 
wurde die Membran jeweils 5-mal in TBS-T-Lösung für 5 min gewaschen. Die Aktivität 
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der Peroxidase wurde mit dem Western-Lightning-Chemiluminescence-Reagent-Plus 
(Perkin Elmer) nachgewiesen. 
 
Tab. 2.4: Verwendete primäre und sekundäre Antikörper 
Antigen Hersteller 
Primärer Antikörper:  
GAPDH Hytest (Turku, Finnland) 
Nox4  
p22phox Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg) 
Nox2 BD Biosciences Transduction Lab. (Heidelberg) 
p47phox Upstate Biotechnology (Lake Placid, USA) 
p67phox BD Biosciences Transduction Lab. (Heidelberg) 
eNOS BD Biosciences Transduction Lab. (Heidelberg) 
MnSOD Calbiochem (Bad Soden) 
Cu/Zn SOD Novocastra Laboratories (Newcastle, UK) 
Hemeoxygenase BD Biosciences Transduction Lab. (Heidelberg) 
LOX-1 Prof. Sawamura (Kyoto, Japan) 
myc-Tag Cell Signaling (Frankfurt am Main) 
p38 Cell Signaling (Frankfurt am Main) 
p38-P Cell Signaling (Frankfurt am Main) 
Akt Cell Signaling (Frankfurt am Main) 
Akt-P Cell Signaling (Frankfurt am Main) 
  
Sekundäre Antikörper: (Meerrettichperoxidase-Konjugate) 
Kaninchen-IgG Zytomed (Berlin) 
Maus-IgG Zytomed (Berlin) 
Ziege-IgG Zytomed (Berlin) 
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2.2.4 Methoden zur Messung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 
 
Zum Vergleich der Sensitivität verschiedener Methoden zur Messung von reaktiven 
Sauerstoffspezies wurde das zellfreie Xanthin/Xanthinoxidase-Modellsystem (Abb. 2.4), 
das •O2- generiert, verwendet.  
 
    O2   •O2-
 
  Xanthin                                                           Hypoxanthin    
       Xanthinoxidase 
 
Abb. 2.4: Reaktionsschema für das Xanthin/Xanthinoxidase-Modellsystem. 
 
Die •O2--Freisetzung durch Xanthinoxidase (0,1 - 100 mU/ml) wurde jeweils durch Zugabe 
des Enzymsubstrats Xanthin (500 µM) gestartet. Die Datenaufnahme erfolgte mit dem 
Multifunktionsplattenleser FluoStar Optima (BMG, Offenburg) (Tab. 2.5). Die Spezifität 
für den •O2--Nachweis der Reagenzien wurde durch Zugabe von Superoxiddismutase 
(SOD, 200 U/ml) überprüft. 
 
Tab. 2.5: Sensitivitätsvergleich verschiedener Methoden zur ROS-Messung. 
Methode Substanz Konzentration Literatur 
Absorption Cytochrom c 40 µM Rueckschloss et al., 2001 
Fluoreszenz Dihydroethidium (DHE) 5 µM Hwang et al., 2003b 
Chemilumineszenz Lucigenin 10 µM Duerrschmidt et al., 2000 
 Colenterazin 10 µM Duerrschmidt et al., 2000 
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2.2.4.1 Cytochrom c-Assay 
Die Reduktion von Ferricytochrom c (Fe3+Cyt c) zu Ferrocytochrom c (Fe2+Cyt c) ist eine 
etablierte Methode, um die •O2--Bildung von Enzymen in Zellen und Geweben zu 
bestimmen. Die Ladungsänderung bedingt eine Absorptionszunahme, die photometrisch 
bei einer Wellenlänge von 550 nm bestimmt werden kann. Mit dem Lambert-Beerschen-
Gesetz lässt sich die Menge des gebildeten Fe2+ Cyt c bzw. des entsprechenden 
Reduktionsmittels quantifizieren (Murrant und Reid, 2001). Aufgrund der fehlenden 
Zellpermeabilität von Cytochrom c  (Cyt c) findet nur eine Messung der extrazellulär 
vorhandenen •O2- statt (Munzel et al., 2002). Die Reduktion von Cyt c ist nicht spezifisch 
für •O2-. Verschiedene Zell- und Gewebe-Komponenten können Cyt c direkt reduzieren 
oder die Reduktion enzymatisch katalysieren. Es ist daher notwendig, durch Zugabe von 
Superoxiddismutase (SOD) und Katalase (KAT) den •O2--spezifischen Anteil der •O2--
vermittelten Reduktion zu bestimmen (Abb. 2.5).  
 
•O2- = (∆OD550nm / ε * d / Proteinkonzentration) - (∆OD550nm / ε * d / Proteinkonzentration)SOD/KAT 
∆OD550nm = OD550nm - OD550nm Referenz 
 
ε = Extinktionskoeffizient von Cytochrom c (29,51 10-3 M-1 cm-1, lt. Angaben des Herstellers) 
d = Schichtdicke 
Abb. 2.5: Formel zur Berechnung des •O2--Anteils an der Cytochrom c-Reduktion. 
 
Die Zellkulturexperimente wurden in phenolrotfreiem M199-Endothelzellmedium 
durchgeführt. Nach Stimulation (Schubspannung, Dehnung) der Zellen wurden 40 µM 
Cytochrom c (Sigma-Aldrich) in den Zellkulturüberstand gegeben, ohne die 
biomechanische Stimulation zu unterbrechen. 1 h vor Cyt c-Zugabe wurden zur Hälfte der 
Zellkulturschalen 200 U/ml SOD und 380  U/ml CAT (Sigma-Aldrich) zugesetzt, um den 
•O2--Anteil an der Gesamtreduktion des Cytochrom c in Endothelzellen ermitteln zu 
können. Bei jedem Ansatz wurde eine interne zeitgleiche stationäre Kontrolle mit gleichem 
Medium analysiert. Als Referenz wurde analog Medium ohne Endothelzellen inkubiert. 
Nach 30-minütiger Inkubation des Cyt c wurden 100 µl des Zellkulturüberstandes 
abgenommen und bei einer Wellenlänge von 550 nm im FluoStar Optima (BMG, 
Offenburg) vermessen. Nach Beendigung des Cytochrom c-Assays wurde der 
Proteingehalt der Zellkulturen (2.2.3.1) bestimmt. 
Die •O2--Bildung der Endothelzellen wurde gemäß der Formel in Abbildung 2.5 berechnet. 
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2.2.4.2 DHE-Fluoreszenz 
Eine weitere Methode die Radikalbildung in Endothelzellen zu bestimmen ist die Nutzung 
des redoxsensitiven Farbstoffs Dihydroethidium (DHE). DHE ist selektiv für die Messung 
von Superoxidanionen (Kobzik et al., 1990). Es wird in den Zellen durch 
Sauerstoffradikale zu Oxy-Ethidium oxidiert, das in die DNA interkaliert und zur 
Fluoreszenzverstärkung führt. Endothelzellen wurden für 20 min mit DHE (5 µM, 
MoBiTec) beladen. Danach erfolgte die qualitative Auswertung durch Dokumentation der 
Fluoreszenz mittels Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 100, Kameradetektionssystem: 
HQ-Cool Snap, Aufnahmesoftware: MetaView (Molecular Devices, Sunnyvale, USA)) 
(λEx 535nm, λEm 610nm). Zur quantitativen Auswertung der Radikalbildung wurden die 
Zellen vom Zellkulturgefäß abgelöst, pelletiert und in Krebs-Henseleit-Puffer 
aufgenommen. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte in schwarzen 96-well-Platten mit 
dem FluoStar Optima (λEx 535nm, λEm 610nm; BMG, Offenburg). Die gemessenen 




Die Chemilumineszenz (CL)-Methode wird häufig für die Detektion von intrazellulären 
•O2-
 
eingesetzt. Der Vorteil dieser Methode ist die Zellpermeabilität der meisten 
detektierenden Substanzen, die Spezifität für •O2- und die hohe Sensitivität im Vergleich zu 
chemischen Methoden (Tarpey und Fridovich, 2001). Bei Kontakt mit •O2- 
 
setzten die CL-
Verstärker Photonen frei, die im Luminometer gemessen werden können (Munzel et al., 
2002). 
Zur Bestimmung der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in Endothelzellen wurde das 
für Superoxidanionen spezifische Diogenes-Reagenz (National Diognostic) verwendet. 
Endothelzellen wurden mit farblosem Trypsin von der Zellkulturschale abgelöst und bei 
500 x g für 10 min pelletiert. Das Zellpellet wurde in 100 µl Krebs-Henseleit-Puffer 
aufgenommen und in eine weiße 96-well-Platte überführt. Nach Zugabe des Diogenes-
Reagenzes wurde die Chemilumineszenz bei 37°C im FluoStar Optima (BMG, Offenburg) 
alle 2 min für 30 min aufgezeichnet. Um die Spezifität der gemessenen reaktiven 
Sauerstoffspezies zu überprüfen, wurden die Zellen mit Polyethylenglycol-gekoppelter-
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Superoxiddismutase (100 U/ml, Sigma-Aldrich), zur Entfernung der Superoxidanionen, 
vorinkubiert.  
Die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität der murinen Aorten wurde mit Hilfe der Lucigenin-
vermittelten Chemilumineszenz analysiert. Dazu wurde die Aorta thoracalis vom 
Aortenbogen bis zum Leberansatz fettfrei präpariert, längs aufgeschnitten und in einer 
weißen 96-well-Platte in Krebs-Henseleit-Puffer inkubiert. Nach Zugabe von 100 µM 
NADPH (Sigma-Aldrich) und 5 µM Lucigenin (Sigma-Aldrich) erfolgte die Messung der 
Lucigenin-vermittelten Chemilumineszenz bei 37°C im FluoStar Optima (BMG).  
Die Auswertung erfolgte in relativen Einheiten als Integral über den Messzeitraum 4 -
 30 min mit Hilfe der Software SigmaPlot 9.0. Die erhaltenen Ergebnisse wurden auf den 




Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie-Untersuchungen (ESR) beruhen auf dem Prinzip, 
dass paramagnetische Radikale durch ihr Resonanz-Spektrum in einem Magnetfeld erfasst 
werden können. Dies ermöglicht, aus der Analyse des Elektronenspin-Spektrums das 
Radikal zu identifizieren und durch Flächenintegration zu quantifizieren. Verschiedene, 
per se sehr kurzlebige Radikale können durch Reaktion mit einer Spin-Probe stabile 
Addukte bilden und dadurch vermessen werden. 
Für die Darstellung von Superoxidanionen wurde das zyklische Hydoxylamin-1-hydroxy-
3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-hydrochlorid (CMH) verwendet. CMH 
ist membranpermeabel und bildet innerhalb von 2 min ein Gleichgewicht zwischen intra- 
und extrazellulärem Raum.  
Zur Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies wurden Zellen mit 1 mM CMH in Krebs-
Henseleit-Puffer bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen aus der Zellkulturschale in 
50 µl Glaskapillaren überführt und im BenchTop ESR-Spectrometer eScan (Bruker, 
Karlsruhe) bei folgenden Einstellungen vermessen: 9,79 GHz Mikrowellenfrequenz, 
21 mW Mikrowellenleistung, 60 G sweep-Weite, 5,4 s sweep-Zeit, 10 Zyklen, 1,96 G 
modulierende Amplitude des Magnetfeldes, 4 dB Dämpfung, 3480 G Feldmitte des 
Magnetfeldes. 
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2.2.5 Transiente Transfektion von Endothelzellen 
Nach mehreren initialen Versuchen zur transienten Transfektion primärer humaner 
Endothelzellen (HUVEC) mit verschiedenen Methoden (Amaxa-Nukleofektion, 
Magnetofektion, Lipofektion) erwies sich keine dieser Techniken in ihrer 
Transfektionseffizienz als ausreichend reproduzierbar.  
Aus diesem Grund wurde die Charakterisierung und Analyse der generierten 
Plasmidkonstrukte in humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) 
mittels Lipofektion durchgeführt. Dazu wurden je 14 µg Plasmid-DNA pro 60 mm-
Zellkulturschale in 250 µl OptiMEM (Invitrogen) mit 3,5 µl TransFectin (BioRad) für 
20 min bei RT inkubiert. Dieser Transfektionsansatz wurde in das Medium 70 - 80% 
konfluenter HMEC-1-Zellen pipettiert und für 5 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde 
das Medium entfernt und durch frisches Endothelial Cell Basal Medium MV2 (PromoCell) 
ersetzt. 24 h nach Transfektion konnte die maximale Protein-Expression der Plasmide und 
eine Transfektionseffizienz von 20 - 30% erzielt werden.  
 
2.2.6 Immunfluoreszenz 
Für die Immunfluoreszenzanalyse von Zellen wurden diese auf Deckgläschen mit 
quervernetzter Gelatine kultiviert. Die Zellfixierung erfolgte mit eiskaltem Methanol bei -
20°C. Anschließend wurden die Zellen 10 min mit PBS bei 37°C rehydriert. Die Sättigung 
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mit 1%iger BSA-Lösung. Der primäre Antikörper 
(Anti-myc-Tag) wurde 1:2000 in 1%iger (w/v) BSA-Lösung über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 1 h bei RT mit dem sekundären 
Antikörper (1:1000, Alexa-Fluor 488-konjugierter Anti-Maus-Antikörper, Invitrogen, 
Deisendorf) im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen wurden die Zellkerne 
mit DAPI-Lösung (2,5 µg/ml) gefärbt. Die Dokumentation erfolgte mit dem konfokalen 
Laserscanningmikroskop LSM 510 (Zeiss). 
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2.2.7 Bestimmung von Stickstoffmonoxid (NO) 
Stickstoffmonoxid (NO) lässt sich wegen der geringen Halbwertszeit nur indirekt über das 
stabile Umwandlungsprodukt Nitrit quantifizieren. Das entstandene Nitrit wurde 
spektrophotometrisch mit der Griess-Reaktion bestimmt (Arnal et al., 1995; Romero-
Graillet et al., 1996). Dabei bildet Nitrit in einer zweistufigen Reaktion mit den beiden 
Griessreagenzien ein Azoprodukt, das bei einer Wellenlänge von 540 nm ein 
Absorptionsmaximum aufweist und photometrisch erfasst werden kann. 
Es wurden 100 µl Zellkulturüberstand entnommen und mit 100 µl Griess-Reagenz 
gemischt. Direkt anschließend wurde die Extinktion bei 540 nm bestimmt. Die 
Auswertung erfolgte über eine Natriumnitrit-Eichgerade. 
 
2.2.8 Mausmodell 
Für Untersuchungen am Mausmodell wurden männliche C57BL/6-Mäuse und Nox2-/--
Mäuse (Stamm: B6.129S6-Cybbtm1Din/J), mit C57BL/6-Hintergrund, verwendet. Die 
Haltung erfolgte im Experimentellen Zentrum des Medizinisch-Theoretischen Zentrums 
der Medizinischen Fakultät Carl Gustav Carus der TU Dresden. Die Tiere erhielten steriles 
Trockenfutter sowie Wasser ad libitum.  
Das Tierversuchsvorhaben (§ 6 TSchG, Tötung zur Organentnahme) wurde durch das 
Regierungspräsidium Dresden (Genehmigungsnummer: 24D-9168.24-1-2005-14; 24-
9168.24-1-2003-12) genehmigt. Die Nox2-/--Mäuse wurden freundlicherweise von PD 
Dr. R. P. Brandes (Institut für Kardiovaskulare Physiologie, Klinikum der J. W. Goethe-
Universitat Frankfurt am Main) zur Verfügung gestellt (Pollock et al., 1995).  
 
2.2.8.1 Fütterung 
8 Wochen alte männliche C57BL/6- bzw. Nox2-/--Mäuse wurden in 2 Gruppen 
randomisiert. Einer Gruppe wurde das bisherige Standardfutter (ssniff R/M-H), der 
anderen Gruppe Futter mit erhöhtem Fettanteil (Western diet, ssniff EF R/M nach 
TD88137 mod.) für 10 Wochen ad libitum gefüttert. Das Futter wurde von der Firma ssniff 
Spezialdiäten GmbH (Soest) bezogen.  
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2.2.8.2 Organentnahme 
Im Alter von 18 Wochen wurden die Mäuse durch zerebrale Dislokation getötet und 
folgende Organe entnommen: Niere, Milz, Leber, Herz und die Aorta thoracalis. Nach der 
Entnahme wurden die Organe sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur RNA-
Isolation bei -80°C gelagert. 
Der Blutzuckerspiegel wurde im Blut der Schwanzgefäße analysiert. Zur Bestimmung der 
Fettparameter und des Homocysteinspiegels wurde Blutplasma verwendet und bis zur 
Analyse bei -20°C gelagert.  
Die Bestimmung der Fettparameter (Triglyceride, Cholesterin, LDL, HDL) und Harnsäure 
im Blut erfolgte im Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des 
Universitätsklinikums Dresden.  
 
2.2.8.3 Homocysteinbestimmung durch HPLC 
Homocystein im Blut wurde mittels HPLC mit der Novapak-Säule getrennt und durch 
Fluoreszenzdetektion (λex= 385 nm, λem= 510 nm) der Gehalt bestimmt. Dazu musste das 
im Plasma vorliegende Homocystein derivatisiert werden. Es wurden 50 µl Plasma mit 
100 µl Boratpuffer (2,5 M, pH = 10,5), 5 µl Dithiothreitol als Reduktionsmittel (7,5 mM) 
und 50 µl SBD-F (7-fluorobenzofurazan-4-sulfonsäure Ammoniumsalz; 20 mM) 30 min 
bei 50°C inkubiert. Anschließend wurde die Probe 5 min bei 4°C abgekühlt und die 
Derivatisierungsreaktion durch Zugabe von 22,1 µl Perchlorsäure (70%) gestoppt. 
Präzipitierte Proteine und Kaliumperchlorat werden durch 5-minütige Zentrifugation bei 
12000 x g und 4°C abgetrennt. 10 µl des Überstands wurden in das HPLC-System zur 
Analyse injiziert. Bei einem Fluss von 1 ml/min isokratischem Ammoniumacetatpuffer 
(30 mM) wurde das Homocystein separiert (Retentionszeit: 2,8 min). Die Säule wurde 
nach jedem Lauf mit 50% Methanol in 30 mM Ammoniumacetatpuffer für 4 min gespült 
und vor der nächsten Injektion 7 min mit Ammoniumacetatpuffer äquilibriert. Die 
Konzentration wurde über eine externe Kalibrierung mit einem Standard von 0,5 mM bis 
5 mM ermittelt.  
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2.2.8.4 Malondialdehydbestimmung 
Malondialdehyd (MDA) ist ein Endprodukt der Lipidperoxidation, das ausschließlich aus 
mehrfach ungesättigten Lipiden entsteht. Bei der Oxidation von Lipidketten mit mehreren 
isolierten Doppelbindungen entsteht ein Peroxylradikal. Dieses kann sich zu einem 
zyklischen Peroxid stabilisieren, aus dem ein bi-zyklisches Endoperoxid hervorgeht. Im 
sauren Milieu und bei hohen Temperaturen (100°C) wird aus den Endoperoxiden das 
MDA freigesetzt. Die Konzentration von MDA ist ein Maß für die Lipidperoxidation. 
MDA wird durch seine Reaktion mit 2-Thiobarbitursäure (TBA) nachgewiesen. Es entsteht 
ein fluoreszierendes Addukt. Je 50 µl Plasma wurden mit 100 µl Trichloressigsäure (10%) 
und 150 µl 2-Thiobarbitursäure (0,67%) für 15 min bei 100°C inkubiert. Das entstandene 
Fluophor wurde mit 500 µl n-Butanol extrahiert und fluoreszenzspektrometrisch 
quantifiziert. Die Maxima der Anregungs- und Emissionsspektren liegen bei 532 nm und 
553 nm. Aufgrund der starken Überlappung von Anregungs- und Emissionsspektrum 
wurde zur Anregung eine Wellenlänge unterhalb des Anregungsmaximums gewählt 
(λEx=520 nm; λEm=550 nm).  
 
 
2.2.9 Statistik  
Die Ergebnisse werden als Mittelwert (MW) ± Standardfehler (SEM) angegeben. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Student’s-test bzw. der ANOVA-Methode 
mit Bonferroni t-test bei multiplen Vergleichen (SigmaStat 3.1 statistical software, SPSS 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Methodenvergleich zur Messung reaktiver Sauerstoffspezies im 
Xanthin/Xanthinoxidase-System 
 
In der Literatur sind unterschiedliche Methoden z.B. Cytochrom c-Messung, DHE- bzw. 
DCF-vermittelte Fluoreszenz, Chemilumineszenz zur Quantifizierung von reaktiven 
Sauerstoffspezies beschrieben. Um methodische Variationen zu limitieren, sollten 
möglichst zwei unabhängige Methoden angewendet werden, um die Ergebnisse zu 
verifizieren (Brandes und Janiszewski, 2005).  
Der erste Teil der Arbeit sollte die Sensitivität und Spezifität verschiedener 
Nachweisreagenzien zur Messung reaktiver Sauerstoffspezies im Xanthin/Xanthinoxidase-
System (X/XO) durch Chemilumineszenz (CL) untersucht werden.  
Dabei wurden folgende Substanzen in den beschriebenen Konzentrationen bzw. Mengen 
verglichen: Lucigenin (10 µM), Colenterazin (10 µM), Western-Lighting (100 µl) und 
Diogenes-Reagenz (100 µl).  
Lucigenin (bis-N-methylacridiunium) und Colenterazin sind häufig verwendete CL-
Verstärker. Sie werden durch die Reaktion mit •O2- in eine Licht-Emittierende Form 
umgewandelt. Die Quantifizierung von •O2- durch Lucigenin-CL wurde zunehmend 
kritisch diskutiert, da im Vergleich zu anderen Methoden eine höhere •O2--Bildung 
ermittelt wurde (Janiszewski et al., 2002). Diese Beobachtung wird auf eine zyklische 
Redox-Reaktion, welche bei hohen Konzentrationen von Lucigenin beobachtet wird, 
zurückgeführt. Bei Konzentrationen zwischen 5 µM und 20 µM Lucigenin spielt dieser 
Prozess jedoch nur noch eine untergeordnete Rolle (Tarpey et al., 1999). Colenterazin ist 
ein zellpermeabler Enhancer der CL, bei dem im Gegensatz zum Lucigenin kein Redox-
Cycling festgestellt werden konnte. Es reagiert neben •O2-  allerdings auch mit Peroxynitrit. 
Dies macht den Einsatz von spezifischen Inhibitoren notwendig, um eine spezifische 
Aussage über die die CL erzeugende Substanz zu ermöglichen (Tarpey et al., 1999). Die 
Sensitivität des Diogenes-Reagenz für Superoxid ist 106-mal höher als für 
Wasserstoffperoxid. Peroxide, die durch Dismutation von •O2- entstehen, stören daher laut 
Herstellerangaben den Assay nicht (National Diagnostics).  
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Die Spezifität und Sensitivität dieser Licht-emittierenden Substanzen wurden mit Hilfe des 
Modells der •O2--bildenden Xanthinoxidase und Xanthin als Substrat überprüft (Stielow et 
al., 2006, Abb. 3.1). Dabei erwies sich die Diogenes-vermittelte Chemilumineszenz als 
sensitivste Nachweismethode für •O2- (Tab. 3.1). Im Gegensatz zu Lucigenin und 
Colenterazin zeigte die Diogenes-vermittelte Chemilumineszenz ein bis zu 200-fach 




Abb. 3.1: Vergleich der Sensitivität von Diogenes-Reagenz, Western-Lighting-Reagenz, Colenterazin und 
Lucigenin zur •O2--Detektion im Xanthin/Xanthinoxidase-Modellsystem. Beim Diogenes- und 
Western-Lighting-Reagenz wurden je 100 µl und bei Colenterazin und Lucigenin gleiche 
Konzentrationen (10 µM) eingesetzt. Die Xanthin/Xanthinoxidase-generierte 
Chemilumineszenz konnte durch 200 U/ml SOD inhibiert werden. Die Chemilumineszenz 
wurde in relativen Lichteinheiten (RLU) angegeben (n = 4), modifiziert nach Stielow et al., 
2006. 
 
Tab. 3.1: Sensitivitätsvergleich verschiedener Chemilumineszenz-Substanzen zur •O2--Detektion im 
Xanthin/Xanthinoxidase-Modellsystem 
Xanthinoxidase [mU/ml] Reagenz 
100 10 1 0.1 
Diogenes-Reagenz (100 µl) 217.403±31437 167.480±10849 12.493±1519 255±4 
Western-Lighting (100 µl) 37.519±7472 4.500±514 715±97 n.d. 
Colenterazin (10 µM) 6.513±135 1.060±96 53±5 n.d. 
Lucigenin (10 µM) 1.082±376 318±96 n.d. n.d. 
(MW ± SEM in relativen Lichteinheiten pro min; n=4; n.d. - nicht detektierbar)  
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3.2. Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten in 
Endothelzellen 
 
In den letzten 5 Jahren wurden eine Reihe von NAD(P)H-Oxidase-Isoformen beschrieben, 
die unterschiedliche Expressionsmuster in Zellen und Geweben aufweisen. Im zweiten Teil 
dieser Arbeit wurde die Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und deren 
Isoformen in primären humanen Endothelzellen auf mRNA- und Proteinebene untersucht. 
In weiteren Untersuchungen wurde durch Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten deren funktionelle Relevanz für die Superoxidanionenbildung und daran 
beteiligte Mechanismen analysiert.  
 
3.2.1 Oligonukleotid-Micro-Array  
 
Die mRNA-Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten wurden mittels high 
density Oligonucleotide-Micro-Arrays (22.215 Transkripte, n=3) in Primärkulturen von 
humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) und -arterien (HUAEC) 
untersucht. Als Vergleichszellen dienten monozytäre Blutzellen (CD14+-Zellen). Die 
Durchführung der Oligonucleotide-Micro-Arrays erfolgte durch Dr. P. Ellinghaus (Bayer-
AG) und Dr. W. Göttsch (Bereich Gefäßendothel/Mikrozirkulation, TU Dresden). 
Das Expressionsprofil der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und deren Isoformen ist in 
Abbildung 3.2 dargestellt. 
In Primärkulturen von venösen (HUVEC) und arteriellen (HUAEC) Endothelzellen 
wurden nur Nox4 und p22phox exprimiert. Alle anderen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
und bekannten Isoformen (Nox2, p67phox, p47phox, p40phox, Nox1, Nox3, Nox5, Duox1, 
Duox2) lagen unter der Nachweisgrenze des Oligonucleotide-Micro-Arrays.  
Im Gegensatz dazu exprimierten CD14+-Zellen klassische phagozytäre Untereinheiten der 
NAD(P)H-Oxidase: p22phox, Nox2, p67phox und p40phox.  
Als Zelltypmarker diente der von Willebrand-Faktor (vWF) für Endothelzellen und CD14 
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Abb. 3.2: mRNA-Expressionsprofil von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und deren Isoformen in 
venösen und arteriellen Endothelzellen (HUVEC, HUAEC) sowie CD14+-Zellen. Die Zahlen 
entsprechen dem Expressionsniveau. P (present) - detektierbare Genexpression; A (absent) -
Gene, die unter der Nachweisgrenze des Oligonucleotide-Micro-Arrays liegen (vWF – von 
Willebrandt-Faktor). 
 
3.2.2 Verifizierung des Nox-Expressionsmusters auf mRNA- und Protein-
Ebene 
 
Das in den Oligonucleotide-Micro-Arrays gezeigte mRNA-Expressionsprofil von Nox2 
und Nox4 wurde mit Hilfe der Real-Time-PCR in unabhängigen humanen Proben von 
venösen Endothelzellen (HUVEC), arteriellen Endothelzellen (HUAEC), 
Koronarendothelzellen (HCAEC), mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1), primären 
Monozyten sowie einer monozytären Zelllinie (THP-1) bestätigt (Abb. 3.3).  
Nox4 wurde hauptsächlich in Endothelzellen (14.925±2.600 RU) und Nox2 in Monozyten 
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Abb. 3.3: Vergleich der Nox4- (A) und Nox2-mRNA-Expression (B) mittels Real-Time-PCR in 
unabhängigen Proben von Nabelschnurendothelzellen aus der Vene (HUVEC) und Arterie 
(HUAEC), Endothelzellen der Koronararterie (HCAEC), mikrovaskulären Endothelzellen 
(HMEC-1), THP-1-Zellen und Monozyten. (in RU relativen Einheiten; n=3; n.d. - nicht 
detektierbar). 
 
Weiterhin wurde die mRNA-Expression von p22phox, p47phox und p67phox durch klassische 
RT-PCR bestätigt (Abb. 3.4). In Endothelzellen und Monozyten konnte die mRNA-
Expression von p22phox nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war die mRNA-




Abb. 3.4: Repräsentative Gelelektrophorese zum Nachweis der mRNA-Expression von p22phox, p47phox 
und p67phox in unterschiedlichen endothelialen (HUVEC, HMEC-1) und monozytären 
(Monozyten, THP-1) Zellen durch RT-PCR (H2O – Wasserkontrolle ohne cDNA). 
 
Für alle anderen Nox-Isoformen konnte keine Expression in Endothelzellen durch RT-PCR 
nachgewiesen werden.  
In weitergehenden Untersuchungen wurde das NAD(P)H-Oxidase-Expressionsmuster in 
HUVEC, HMEC-1, Monozyten und THP-1-Zellen auf Proteinebene analysiert. Durch 
Western-Blot-Analysen konnten die mRNA-Daten für Nox2, p22phox, p47phox sowie p67phox 
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bestätigt werden (Abb. 3.5). Als endothelialer Marker wurde die endotheliale NO-Synthase 
(eNOS) analysiert. Die GAPDH diente als Ladekontrolle. 
 
 
Abb. 3.5: Western-Blot-Analyse der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox2, p22phox, p47phox und 
p67phox in Endothelzellen (HUVEC, HUAEC) und monozytären Zellen (Monozyten, THP-1). 
eNOS (endotheliale NO-Synthase) diente als endothelialer Marker und GAPDH als 
Ladekontrolle. 
 
Da ein kommerzieller Antikörper für Nox4 mit ausreichender Spezifität nicht zur 
Verfügung stand, wurde ein Peptidantikörper hergestellt (Eurogentec, Seraing, Belgien). 
Dazu wurden 2 Peptide synthetisiert, die sich im N-terminalen Bereich von Aminosäure 
(AS) 85 - 99 (CGSQKVPSRRTRRLLD) und im C-Terminus von AS 565 – 578; 
(CSYGTRFEYNKESFS) des Nox4-Proteins befinden. Mit den beiden Peptiden wurden in 
einem Drei-Monatsprogramm Kaninchen immunisiert (200 µg Peptid pro Injektion). Die 
Testseren und das Präimmunserum wurden mittels Western-Blot auf ihrer Spezifität 
getestet. Nach dem Ausbluten der Kaninchen wurden die Seren über Affinitätssäulen für 
die spezifischen Peptide (N-terminal bzw. C-terminal) gereinigt. 
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Die Analyse der aufgereinigten Immunseren ergab nur für die Reinigung gegen das C-
terminale Peptid (CSYGTRFEYNKESFS) eine spezifische glycoprotein-typisch 
verbreiterte Bande bei den erwarteten 64 kDa (Abb. 3.6). 
Mittels Western-Blot-Analyse konnte die endotheliale Expression von Nox4 auf 
Proteinebene bestätigt werden (Abb. 3.6).  
 
 
Abb. 3.6: Charakterisierung des Nox4-Antikörpers. A) Gesamtprotein aus Endothelzellen wurden im 
Western-Blot eingesetzt. Präimmunserum, Immunserum und der affinitätsgereinigte (gegen C-
terminales Peptid) Nox4-Antikörper wurden getestet. B) Western-Blot-Analyse der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten Nox4 in Endothelzellen (HUVEC, HUAEC) und monozytären Zellen 
(Monozyten, THP-1). GAPDH dient als Ladekontrolle. 
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3.2.3 Nox2-Expression und Superoxidanionenbildung in HMEC-1 / THP-1-
Ko-Kulturexperimenten 
 
Da in Endothelzellen in der Literatur häufig von einer Nox2 (gp91phox)-Expression in 
primären Endothelzellen berichtet wird, wurde die minimale Zahl von Monozyten 
bestimmt, die in einer Ko-Kultur mit Endothelzellen zu einer nachweisbaren Nox2-
Expression führen kann. Dazu wurde eine steigende Anzahl an THP-1-Zellen (0 - 800.000) 
mit HMEC-1-Zellen kokultiviert, sodass in der Summe immer 800.000 Zellen im 
Experiment eingesetzt wurden. Aus dieser Ko-Kultur wurde die mRNA-Expression von 
Nox2 mittels Standard-kalibrierter Real-Time-PCR bestimmt.  
Mit Zunahme an THP-1-Zellen kam es zur erwarteten linearen Expressionserhöhung von 
Nox2 (Abb. 3.7 A). Dabei ist die Expression schon ab einem Anteil von 100 THP-1-Zellen 
pro 800.000 Zellen sicher nachweisbar. Analog steigt die basale und PMA-stimulierte 
Superoxidanionenbildung mit zunehmender THP-1-Zellzahl (Abb. 3.7 B). Eine 
stimulierbare Superoxidanionenbildung ist ab einem Anteil von 1.000 THP-1-Zellen pro 
800.000 Zellen sicher nachweisbar. 
 
 
Abb. 3.7: Nox2-mRNA-Expression und Superoxidanionenbildung in HMEC-1 / THP-1-Ko-
Kulturexperimenten. Eine steigende Anzahl an THP-1-Zellen (0 - 800.000) wurden mit HMEC-
1-Zellen kultiviert, sodass insgesamt 800.000 Zellen eingesetzt worden. A) Nox2-mRNA-
Expression. Nach der Kultivierung wurde die mRNA isoliert. Die Quantifizierung erfolgte 
mittels Standard-kalibrierter Real-Time-PCR (in fg/ml). B) ROS-Bildung. Nach der 
Kultivierung erfolgte die ROS-Messung mittels Diogenes-vermittelter Chemilumineszenz CL 
(in rLU relativen Lichteinheiten). Die Auftragung erfolgte jeweils in logarithmischer 
Darstellung.  
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3.2.4 Nachweis der Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
 
Um die Funktion einzelner NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten untersuchen zu können, 
wurde der kodierende Bereich von Nox4, Nox2 und p22phox in Überexpressionsvektoren 
(pcDNA4/TO/myc) kloniert. Der Nachweis der Identität der klonierten Konstrukte erfolgte 
durch Sequenzierung. Das Plasmid pcDNA4/TO/p22phox-myc zeigte eine Besonderheit. Die 
Sequenzierung ergab an Aminosäureposition 72 der mRNA des p22phox-Gens eine 
Mutation von Histidin zu Tyrosin, welches ein bekannter Single-Nukleotid-
Polymorphismus (Datenbankeintrag: rs 4673, Histidin: 71, Tyrosin: 29%) ist.  
Die Kontrolle der Transfektionseffizienz erfolgte durch Transfektion des Vektors 
pcDNA4/TO/lacZ durch Lipofektion in HMEC-1-Zellen und anschließender ß-
Galactosidase-Färbung. Nach 24 h Inkubation konnte die maximale Protein-Expression des 
Plasmides mit einer Transfektionseffizienz von 20-30% erzielt werden (Abb. 3.8). 
 
 
Abb. 3.8: Repräsentative Darstellung der Transfektionseffizienz von 
pcDNA4/TO/myc-Vektoren mittels Lipofektion. Das Plasmid 
pcDNA4/TO/lacZ wurde mittels Lipofektion in HMEC-1-Zellen (14 µg 
DNA; Lipid:DNA – 4:1) transfiziert. Nach 24 h wurde die ß-
Galactosidase-Aktivität durch X-Gal-Färbung nachgewiesen.  
 
Um die erwartete Expression der Myc-markierten NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten zu 
verifizieren, wurden Western-Blot-Analysen zum Nachweis des Myc-Epitops 
durchgeführt. Dazu wurden Endothelzellen mittels Lipofektion mit den Fusionsplasmiden 
pcDNA4/TO/Nox2-myc, pcDNA4/TO/Nox4-myc, pcDNA4/TO/p22phox-myc und als 
Kontrollplasmid pcDNA/TO/lacZ transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Zelllyse und 
Proteinpräparation. Der in Abbildung 3.9 dargestellte Western-Blot bestätigt die 
Überexpression der Proteine Nox2-myc, p22phox-myc und Nox4-myc mittels Anti-myc-Tag-
Antikörper in den erwarteten Größen (Nox2 - 62 kDA, p22phox - 22 kDa, Nox4 - 64 kDa). 
Als Ladekontrolle ist der Nachweis des GAPDH-Proteins gezeigt. 
 
Abb. 3.9: Repräsentativer Western-Blot zum Nachweis 
der myc-Fusionsproteine Nox2, p22phox, Nox4 
und ß-Galactosidase. HMEC-1-Zellen wurden 
durch Lipofektion mit dem jeweiligen Plasmid 
transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Zelllyse, 
Proteinpräparation und anschließende Western-
Blot-Analyse mit Anti-myc-Tag- (1 : 1.000) und 
Anti-GAPDH-Antikörper (1 : 5.000).  
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3.2.5 Lokalisation des Nox4-Proteins 
 
In der Literatur gibt es widersprüchliche Befunde in welchen Zellkompartimenten Nox4 
lokalisiert ist. Um die intrazelluläre Lokalisation in Endothelzellen detaillierter zu 
analysieren, wurde daher das Fusionsplasmid pcDNA4/TO/Nox4-myc durch Lipofektion 
(14 µg Plasmid-DNA) in HMEC-1-Zellen transfiziert und die Zellen nach 24 h fixiert. Die 
anschließende Immunfärbung erfolgte mit einem Anti-myc-Tag-Antikörper. Die 
Dokumentation der fixierten Zellen erfolgte mit dem konfokalem Laserscanningmikroskop 
Zeiss LSM M510. Die Abbildung 3.10 zeigt exemplarisch die konfokalmikroskopische 
Lokalisierung des Nox4-myc-Fusionsproteins.  
















roskopische Lokalisierung des Nox4-myc-Fusionsproteins in transfizierten 
len. Dazu wurden HMEC-1-Zellen mit 14 µg des Plasmides pcDNA4/TO/Nox4-
pofektion transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert. Anschließend erfolgte 
rbung mittels Anti-myc-Tag-Antikörper. A) Links: Zellkernfärbung mit DAPI; 
myc-Fusionsprotein, gefärbt mit Anti-myc-Tag-Antikörper; Rechts: Überlagerung 
ärbungen. B) Orthogonale Darstellung einer transfizierten Zelle. Eine nukleäre 
iegt nicht vor. 
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3.2.6 Funktionelle Konsequenz der Überexpression von NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten 
 
In weitergehenden Analysen wurde die Konsequenz einer Überexpression von NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies mit Diogenes-
vermittelter Chemilumineszenz und DHE-Fluoreszenz in Endothelzellen untersucht. Dazu 
wurden HMEC-1-Zellen mit den Plasmiden pcDNA4/TO/Nox2-myc, pcDNA4/TO/Nox4-
myc, pcDNA4/TO/p22phox-myc sowie pcDNA/TO/lacZ-myc transfiziert. Nach 24 h erfolgte 
die Analyse der Radikalbildung. Als Kontrollplasmid diente das ß-Galactosidase-Gen 
(lacZ).  
Im Gegensatz zu Nox2 und p22phox führte die Überexpression von Nox4 zu einer 
signifikant erhöhten Bildungsrate von reaktiven Sauerstoffspezies gegenüber der lacZ-
Kontrolle (Abb. 3.11 A; Nox4-myc: 183±14%*, Nox2-myc: 110±10%, p22phox: 103±3%, 
n>4, *P<0,05 vs. lacZ). Die Fusion mit dem myc-Tag hat keinen Einfluss auf die ROS-
Bildung (Abb. 3.11 B; Nox4: 209±15%*, Nox2: 83±14%, n>6, *P<0,05 vs. lacZ).  
 
 
Abb. 3.11: Einfluss der Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten auf die ROS-Bildung in 
Endothelzellen. HMEC-1-Zellen wurden mit dem jeweiligen Plasmid transfiziert. Nach 24 h 
erfolgte die Analyse der ROS-Bildung mit Diogenes-vermittelter Chemilumineszenz CL. Die 
Ergebnisse wurden auf den Proteingehalt normalisiert. A) Plasmide mit myc-Tag. B) Plasmide 
ohne myc-Tag (in % lacZ, n>4, *P<0,05 vs. lacZ). 
 
Die in Abbildung 3.11 gezeigte erhöhte Bildung an reaktiven Sauerstoffspezies durch 
erhöhte Nox4-Expression konnte durch Messung der ROS-Bildung über DHE-Fluoreszenz 
bestätigt werden. Abbildung 3.12 zeigt eine vermehrte Oxy-Ethidium-Bildung nach Nox4-
Überexpression im Vergleich zur lacZ-Kontrolle.  
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Abb. 3.12: Einfluss der Überexpression des Nox4-Proteins auf die intrazelluläre ROS-Bildung mittels 
DHE-Fluoreszenz. HMEC-1-Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA4/TO/lacZ  und 
pcDNA4/TO/Nox4 transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Analyse der ROS-Bildung durch 
Nachweis der DHE-Fluoreszenz. 
 
Um die Art von reaktiven Sauerstoffspezies zu bestimmen, wurden in weitergehenden 
Experimenten Endothelzellen mit Polyethylenglycol-gekoppelter-Superoxiddismutase 
(PEG-SOD) inkubiert. Dieses modifizierte antioxidativ wirksame Enzym ist in der Lage, 
intrazelluläre Superoxidanionen zu entfernen. Durch die Konjugation mit 
Polyethylenglycol ist SOD in der Lage, schnell in die Zelle aufgenommen zu werden und 
intrazellulär die Reaktion von Superoxidanionen zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid zu 
katalysieren. Das entstandene Wasserstoffperoxid wird über eine Katalase-vermittelte 
Reaktion zu Wasser und Sauerstoff abgebaut. Durch die Behandlung der transfizierten 
Zellen mit PEG-SOD wurde die vermehrte Bildung an reaktiven Sauerstoffspezies durch 
Nox4-Überexpression auf Kontrollniveau reduziert (Abb. 3.13; Nox4: 182±21%*, 
lacZ + PEG-SOD: 90±5%, Nox4 + PEG-SOD: 104±8%, n=3, *P<0,05 vs. lacZ).  
 
 
Abb. 3.13: Einfluss der Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten auf die Radikalbildung in 
Endothelzellen. HMEC-1-Zellen wurden mit dem jeweiligen Plasmid transfiziert und für 1 h 
mit Polyethylenglycol-gekoppelter-Superoxiddismutase (PEG-SOD, 100 U/ml) inkubiert. 24 h 
nach Transfektion erfolgte die Analyse der ROS-Bildung mit Diogenes-vermittelter 
Chemilumineszenz CL. Die Ergebnisse wurden auf den Proteingehalt normalisiert (in CL % 
lacZ, n=3, *P<0,05 vs. lacZ). 
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3.2.7 Signalkaskaden nach Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten 
 
Da Superoxidanionen in der Literatur einen immer größeren Stellenwert als 
Signalmoleküle erlangen, wurde der Einfluss einer Überexpression der endothelialen 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit Nox4 auf den p38-MAP-Kinase- und den Akt-Signalweg 
analysiert.  
Dazu wurden HMEC-1-Zellen durch Lipofektion mit Nox4 transfiziert, die Zellen nach 
24 h lysiert und der Phosphorylierungsgrad von p38 und Akt im Western-Blot bestimmt.  
Eine erhöhte Proteinexpression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit Nox4 hatte keinen 
Einfluss auf die Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt). Im Gegensatz dazu wurde die 
Phosphorylierung des Signalproteins p38 durch Nox4 aktiviert (Abb. 3.14; 
lacZ: 0,27±0,03; Nox4: 0,91±0,21*; n=3; *P<0,05 vs. lacZ).  
 
 
Abb. 3.14: Regulation des Signalproteins p38 durch Überexpression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit 
Nox4. HMEC-1-Zellen wurden mit dem Plasmiden pcDNA4/TO/Nox4 und pcDNA4/TO/lacZ 
(Kontrollplasmid) transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert. Die Quantifizierung der 
Protein-Expression erfolgte durch Western-Blot-Analyse. oben: repräsentativer Western-Blot, 
unten: statistische Auswertung von 3 Versuchen. (in relativen Einheiten p38-P/p38 – Anteil der 
p38-Phosphorylierung ermittelt als Quotient des phosphorylierten p38-Proteins geteilt durch 
Gesamtzell-p38-Protein, n=3, *P<0,05 vs. lacZ). 
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3.3 Biomechanische Modulation humaner Endothelzellen 
 
Endothelzellen bilden eine mechanische Barriere zwischen Blut und Gefäßwand und 
werden in vivo aufgrund ihrer Position vorrangig drei hämodynamischen Kräften 
ausgesetzt: dem hydrostatischen Druck, der Dehnungskraft und der Schubspannung.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von biomechanischer Stimulation auf die 
Regulation der Bildung von ROS in humanen Endothelzellen näher analysiert. 
Schwerpunkt der Untersuchungen war die Analyse der Bildung von •O2- und NO sowie der 
Expression der endothelialen NAD(P)H-Oxidase und antioxidativ wirksamer Enzyme nach 
Applikation laminarer Schubspannung und zyklischer Dehnung. Zusätzlich wurde der 





In vorhergehenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten gezeigt werden, dass durch 
Applikation arterieller laminarer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h die Nox4-
Expression auf mRNA- und Proteinebene signifikant herabreguliert wird (Promotion 
N. Duerrschmidt, 2003). Darüber hinaus wurde durch chronische Applikation (24 h) 
laminarer Schubspannung eine verringerte •O2--Bildung beobachtet. 
Darauf aufbauend wurde untersucht, welchen Einfluss oszillatorische Schubspannung auf 
die Expression von Nox4 hat, wie eine Kurzzeitapplikation von Schubspannung die 
Superoxidanionenbildung beeinflusst und wie sich der mögliche Gegenspieler NO dabei 
verhält. Darüber hinaus wurde die Regulation von Nox4 durch Schubspannung auf 
transkriptioneller Ebene untersucht. 
 
3.3.1.1 Regulation der Nox4-mRNA-Expression nach Applikation von 
laminarer und oszillatorischer Schubspannung 
 
Gleichmäßige laminare Schubspannung wird als vasoprotektiv angesehen. In 
Gefäßregionen, in denen oszillatorische Schubspannung vorherrscht (z.B. vor 
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Gefäßverzweigungen), ist dagegen die Prävalenz für die Bildung atherosklerotische 
Läsionen erhöht.  
HUVEC wurden einer laminaren bzw. oszillatorischen Schubspannung von 24 dyn/cm2 für 
24 h ausgesetzt. Die mRNA-Proben wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von 
Prof. Schnittler (Institut für Physiologie, TU Dresden) zur Verfügung gestellt.  
Die Nox4-mRNA-Expression wurde sowohl durch laminare, also auch durch 
oszillatorische Schubspannung signifikant herabreguliert (Abb. 3.15; Kontrolle: 0,8±0,13; 
laminar: 0,2±0,04*; oszillatorisch: 0,3±0,08*; n=3; *P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
 
Abb. 3.15: Regulation der Nox4-mRNA-Expression nach Applikation von laminarer und oszillatorischer 
(oszill.) Schubspannung in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden einer laminaren bzw. 
oszillatorischen Schubspannung von 24 dyn/cm2 für 24 h ausgesetzt. Die Analyse der mRNA-
Expression erfolgte durch RT-PCR (in relativen Einheiten Nox4/18S rRNA, n=3, *P<0,05 vs. 
Kontrolle K). 
 
3.3.1.2 Zeitabhängigkeit der Superoxidanionenbildung und NO-Freisetzung 
nach Applikation von Schubspannung 
 
Die Applikation von arterieller Schubspannung (30 dyn/cm2) führte zu einer 
zeitabhängigen Superoxidanionenbildung. Wie in Abbildung 3.16 A dargestellt, hatte die 
Kurzzeitapplikation (2 h) einen transienten Anstieg der •O2--Freisetzung zur Folge 
(286±78%*, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle). Nach 8 h Schubspannung erreichte die •O2--
Bildung Kontrollniveau (120±72%, n=4). Im Gegensatz dazu führte eine chronische 
Applikation arterieller Schubspannung (24 h) zu einer signifikanten Abnahme der •O2--
Freisetzung (56±12%*, n=8, *P<0,05 vs. Kontrolle; Promotion N. Duerrschmidt 2003). 
Die Applikation niedriger Schubspannung (1 dyn/cm2) für 24 h führte dagegen zu keiner 
Änderung der Superoxidanionenbildung in humanen Endothelzellen (81±8%, n=4).  
 
Ergebnisse             74 
Durch laminare Schubspannung erfolgte ein zeitabhängiger Anstieg der NO-Freisetzung 
(Abb. 3.16 B). 
Die Inhibierung der endothelialen NO-Synthase durch L-NAME (500 µM) veränderte die 
•O2--Freisetzung durch Kurzzeit-Applikation (2 h, 8 h) von Schubspannung nicht 
(Abb. 3.17). Die Herabregulation nach 24 h Schubspannung konnte durch die Zugabe von 
L-NAME verhindert werden (Promotion N. Duerrschmidt 2003). 
 
 
Abb. 3.16: Zeitabhängigkeit der •O2- (A) und NO-Bildung (B) nach Applikation von laminarer 
Schubspannung. HUVEC wurden einer Schubspannung von  30 dyn/cm2 für 2 h, 8 h, 24 h 
ausgesetzt. Anschließend erfolgte die Bestimmung der Superoxidanionbildung durch die 
Cytochrom c-Methode und die NO-Freisetzung durch die Griess-Methode (in % Kontrolle K 
bzw. µM, n>4, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
 
Abb. 3.17:  Einfluss des eNOS-spezifischen Inhibitors L-NAME auf die •O2--Bildung in humanen 
Endothelzellen in Abhängigkeit von Schubspannung. HUVEC wurden mit L-NAME (500 µM) 
30 min vorinkubiert und anschließend für 2 h, 8 h, 24 h einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 
ausgesetzt. Die Bestimmung der Superoxidanionenbildung erfolgte mit der Cytochrom c-
Methode (in % Kontrolle K, n>4, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
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Zur Analyse, ob die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase beim kurzzeitigen Anstieg der 
Superoxidanionen nach 2 h laminarer Schubspannung (30 dyn/cm2) eine Rolle spielt, 
wurde der NAD(P)H-Oxidase-spezifische Inhibitor gp91phox(Nox2)ds-tat eingesetzt. 
Dieses Peptid verhindert die Interaktion von p47phox mit der membranständigen 
Untereinheit Nox (Rey et al., 2001). Es wurde freundlicherweise von P. Pagano (Henry 
Ford Hospital, Detroit, USA) zur Verfügung gestellt. Abbildung 3.18 zeigt, dass 
gp91phox(Nox2)ds-tat (100 µM) im Vergleich zum Kontrollpeptid mit gleicher 
Aminosäurezusammensetzung bei variabler Sequenz scramble-tat (scr-tat, 100 µM) den 
Anstieg der Superoxidanionenbildung nach 2 h verhindern konnte. 
 
 
Abb. 3.18: Einfluss des spezifischen NAD(P)H-Oxidase-Inhibitors gp91phox(Nox2)ds-tat auf die transiente 
Freisetzung von Superoxidanionen nach 2 h. HUVEC wurden mit gp91phox(Nox2)ds-tat 
(100 µM) bzw. dem Kontrollpeptid scr-tat (100 µM) 30 min vorinkubiert und anschließend für 
2 h 30 dyn/cm2 Schubspannung ausgesetzt. Die Bestimmung der Superoxidanionen-Freisetzung 
erfolgte durch die Cytochrom c-Methode (in % Kontrolle, n=4, *P<0,05 vs. stationäre 
Kontrolle, #P<0,05 vs. 30 dyn/cm2 scr-tat). 
 
Die NO-Freisetzung wurde durch die Griess-Reaktion bestimmt. Die Applikation von 
niedriger (1 dyn/cm2) und hoher (30 dyn/cm2) laminarer Schubspannung hatte einen 
zeitabhängigen Anstieg der NO-Freisetzung aus HUVEC zur Folge (Tab. 3.2).  
 
Tab. 3.2: Zeit- und Dosisabhängige NO-Freisetzung durch Applikation von laminarer Schubspannung. 
Zeit [h] Kontrolle 1 dyn/cm2 30 dyn/cm2
2 0,07±0,01 0,33±0,05* 0,68±0,09* §
8 0,11±0,03 0,59±0,09* 1,63±0,32* §
24 0,16±0,13 0,80±0,10* 3,66±0,62* §
Werte in µM, n>4, *P<0,05 vs. Kontrolle, §P<0,05 vs. 1 dyn/cm2
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In weiteren Analysen wurde die Protein-Expression der endothelialen NO-Synthase 
(eNOS) und der Cu/Zn-Superoxiddismutase (Cu/ZnSOD) durch laminare Schubspannung 
untersucht (Abb. 3.19). Die eNOS-Protein-Expression blieb bei einer Schubspannung von 
1 dyn/cm2 auf Basalniveau (122±19%, n=4), wurde jedoch bei Applikation einer 
Schubspannung von 30 dyn/cm2 induziert (351±58%*, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle). Im 
Gegensatz dazu wurde die Cu/ZnSOD-Protein-Expression durch niedrige Schubspannung 
(1 dyn/cm2) induziert (163±22%*, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle). Hohe laminare 
Schubspannung (30 dyn/cm2) hatte keinen Einfluss auf die Cu/ZnSOD (101±17%, n=4). 
 
 
Abb. 3.19: Regulation der Protein-Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und Kupfer/Zink-
Superoxiddismutase (Cu/ZnSOD) durch laminare Schubspannung in humanen Endothelzellen. 
HUVEC wurden einer Schubspannung von 1 bzw. 30 dyn/cm2 für 24 h ausgesetzt. Die 
Quantifizierung der Protein-Expression erfolgte durch Western-Blot-Analysen. A) eNOS-oben: 
repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 4 Versuchen. B) Cu/ZnSOD-
oben: repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 4 Versuchen (in % 
Kontrolle K, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle).  
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3.3.1.3 Regulation des Nox4-Promotors durch laminare Schubspannung 
 
Um die biomechanische Regulation von Nox4 durch Schubspannung und Dehnung auf 
transkriptioneller Ebene untersuchen zu können, wurden genomische DNA-Sequenzen von 
1,5 kb stromaufwärts vom Transkriptionsstart kloniert und 4 Deletionsfragmente durch den 
Einsatz von unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen hergestellt (Abb. 3.20, 
Abb. 3.21).  
 
 
Abb. 3.20: Strategie zur Klonierung des Nox4-Promotors. 
 
 
Abb. 3.21: Schematische Darstellung der Nox4-Promotor-Deletionskonstrukte: pGL3-Nox4-1200, pGL3-
Nox4-1071, pGL3-Nox4-809, pGL3-Nox4-724, pGL3-Nox4-428 und pGL3-Basic. 
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Die Reportergen-Analyse der Nox4-Promotorfragmente erfolgte nach Transfektion in 
HMEC-1-Zellen durch den Dual-Luciferase-Assay (Promega). Zur Normalisierung diente 
das pGL3-Basic-Plasmid. 
Wie in Abbildung 3.22 dargestellt, zeigten die drei längsten Promotorfragmente die gleiche 
basale Reportergen-Aktivität (-1200: 704±39%, -1071: 694±50%, -809: 673±82%, n>4). 
Die beiden kürzeren Promotorkonstrukte pGL3-Nox4-724 und pGL3-Nox4-428 hatten 
eine verminderte Aktivität gegenüber dem längsten Fragment (-724: 360±55%*, -428: 
251±55%*, n>4, *P<0,05 vs. -1200). 
 
 
Abb. 3.22: Basalaktivität der Nox4-Promotordeletionsfragmente. Die einzelnen Promotorfragmente 
wurden in HMEC-1-Zellen transfiziert. Die Reportergen-Analyse erfolgte mit dem Dual-
Luciferase-Assay (Promega). Als Kontrollplasmid diente pGL3-Basic (in % pGL3-Basic, n>4, 
*P<0,05 vs. -1200). 
 
Der für die hohe Aktivität verantwortliche Transkriptionsfaktor liegt zwischen -809 bp und 
-724 bp. Die Computeranalyse dieses Sequenzabschnittes mit dem Programm TESS ergab 
als potentielle Transkriptionsfaktoren: RBPJκ, Oct-1, IUF-1, IRF-1, CP-1, SRY und AP-1. 
Um diese Auswahl einzuschränken wurden Decoy-Experimente mit der Bindungssequenz 
des Transkriptionsfaktors RBPJκ durchgeführt. Als Kontrolle diente ein Oligonukleotid 
mit mutierter Transkriptionsfaktor-Erkennungssequenz. Primäre humane Endothelzellen 
wurden mit den jeweiligen Oligonukleotiden transfiziert, nach 24 h erfolgte die Analyse 
der Nox4-mRNA-Expression. Durch die Eliminierung des Transkriptionsfaktors RBPJκ 
mit Hilfe von Oligonukleotiden mit spezifischer Erkennungssequenz konnte die Nox4-
mRNA-Expression nicht beeinflusst werden. RBPJκ reguliert damit Nox4 mit hoher 
Wahrscheinlichkeit auf transkriptioneller Ebene nicht. Die Analyse der weiteren 
Transkriptionsfaktoren ist das Ziel weitergehender Untersuchungen. 
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Zur Untersuchung der schubspannungsabhängigen Regulation von Nox4 auf 
transkriptioneller Ebene wurden Endothelzellen (HMEC-1-Zellen) mit Nox4-Promotor-
Deletionskonstrukten transfiziert und nach 7 h einer laminaren Schubspannung von 
30 dyn/cm2 für 17 h ausgesetzt. Danach erfolgte die Reportergen-Analyse durch den Dual-
Luciferase-Assay (Promega).  
Abbildung 3.23 zeigt die schubspannungsabhängige Regulation des Nox4-Promotors durch 
laminare Schubspannung. Das längste Promotorfragment (pGL3-Nox4-1200) wies eine 
signifikant verringerte Reportergen-Aktivität gegenüber der stationären Kontrolle des 
gleichen Promotorfragmentes auf (42±1%*, n=4, *P<0,05 vs. stationäre Kontrolle). Die 
Aktivität der anderen Promotordeletionsfragmente blieb durch die Applikation laminarer 
Schubspannung unbeeinflusst. Damit bindet der für die schubspannungsabhängige 
Regulation von Nox4 verantwortliche Transkriptionsfaktor zwischen Position -1200 und -
1071 stromaufwärts vom Transkriptionsstart. 
 
 
Abb. 3.23: Schubspannungsabhängige Regulation des Nox4-Promotors. Die einzelnen 
Promotordeletionsfragmente wurden in HMEC-1-Zellen transfiziert und nach 7 h einer 
laminaren Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 17 h ausgesetzt. Anschließend erfolgte die 
Reportergen-Analyse mit dem Dual-Luciferase-Assay (Promega). Als Kontrollplasmid diente 
pGL3-Basic (in % stationäre Kontrolle K, n>3, *P<0,05 vs. stationäre Kontrolle). 
 
Die Computeranalyse des Sequenzabschnittes -1200 bis -1071 mit dem Programm TESS 
ergab eine Reihe von potentiellen Transkriptionsfaktoren. Daten unsere Arbeitsgruppe 
weisen darauf hin, dass AP-1 schubspannungsabhängig reguliert wird. Aus diesem Grund 
wurde die AP-1-Bindungsstelle bei Position -1130 bp durch Nukleotidaustausch (tga > gtt) 
mutiert, sodass der Transkriptionsfaktor AP-1 nicht mehr binden kann (pGL3-Nox4-
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1200 Mut; Abb. 3.24). Gleichzeitig entstand dabei eine neue Erkennungssequenz für die 
Restriktionsendonuklease HincII zum Nachweis der Mutation. 
 
 
Abb. 3.24: Nox4-Promotor pGL3-Nox4-1200 MUT von Position -1146 bp bis -1117 bp mit AP-1-
Bindungsstelle. Mit Hilfe des QuikChangeTM-Site-Directed-Mutagenesis-Kit (Stratagene) 
wurde die AP-1-Bindungsstelle mutiert (unten). Zur Analyse der Plasmide erfolgte dabei der 
Einbau der Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease HincII. 
 
Die Mutation der AP-1-Bindungstelle hatte keinen Einfluss auf die Basalaktivität des 
Nox4-Promotors (Abb. 3.25 A; -1200: 704±39%, -1200Mut: 648±44%, n=7). Die 
schubspannungsabhängige Abnahme der Nox4-Promotor-Aktivität konnte durch die 
Mutation der AP-1-Bindungsstelle dagegen verhindert werden (Abb. 3.25 B; -
1200: 42±1%*, -1200Mut: 99±9%, n>4, *P<0,05 vs. stationäre Kontrolle). Der für die 
schubspannungsabhängige Herabregulation von Nox4 verantwortliche 
Transkriptionsfaktor ist AP-1. 
 
 
Abb. 3.25: Basalaktivität (A) und schubspannungsabhängige Regulation (B) des Nox4-Promotors nach 
Mutation der AP-1-Bindungsstelle. Die Promotorkonstrukte pGL3-Nox4-1200 und pGL3-
Nox4-1200 Mut wurden in HMEC-1-Zellen transfiziert und nach 7 h laminarer Schubspannung 
von 30 dyn/cm2 für 17 h ausgesetzt. Die Reportergen-Analyse erfolgte mit dem Dual-
Luciferase-Assay (Promega). Als Kontrollplasmid diente pGL3-Basic. A) in % pGL3 Basic, 
n>4. B) in % stationäre Kontrolle K. (n>4, *P<0,05 vs. stationäre Kontrolle). 
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3.3.2 Dehnung 
 
Die Regulation der Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und antioxidativ 
wirksamen Enzymen durch Dehnung wurde in humanen Endothelzellen untersucht.  
Dazu wurden humane Endothelzellen für unterschiedliche Zeiten Dehnung 
unterschiedlicher Amplitude (5%, 12%) ausgesetzt. Anschließend wurde im Überstand der 
Zellen die NO-Freisetzung bestimmt, die Zellen gewaschen und mRNA bzw. Proteine 
präpariert. Die Genexpression wurde durch RT-PCR und Western-Blot-Analyse 
untersucht. Für jeden Zeitpunkt und jede Dosis wurden parallel Zellen der gleichen 
Primärzellpräparation als Kontrolle ohne Dehnung inkubiert. Die Expression der 
untersuchten Gene wurde auf die Expression der 18S rRNA normiert und in Prozent der 
jeweiligen Kontrolle angegeben. 
Unter physiologischen Bedingungen werden arterielle Gefäße einer Dehnung von ca. 5% 
ausgesetzt. In Vorversuchen wurden außerdem Experimente mit arteriellen (HUAEC) und 
venösen (HUVEC) Endothelzellen durchgeführt. Hier zeigten sich zwischen den Zelltypen 
keine Unterschiede in NO-Bildung und Nox4-mRNA-Expression. Da die Verfügbarkeit 
von primären HUAEC beschränkt ist, wurden alle weiteren Dehnungsexperimente mit 
HUVEC der Passage 1 durchgeführt.  
 
3.3.2.1 Regulation der endothelialen NAD(P)H-Oxidase durch Applikation 
von Dehnung 
 
Die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox wurde 
durch Dehnung zeit- und dosisabhängig reguliert. Die mRNA-Expression beider Gene 
wurde durch Applikation von Dehnung herabreguliert (Abb. 3.26). Dabei wurde nach 24 h 
die stärkste Herabregulation erreicht (Nox4: 36±5%*; p22phox: 76±8%*, n=5, *P<0,05 vs. 
Kontrolle). Die Kurzzeitapplikation hatte keinen Einfluss auf das mRNA-
Expressionsniveau von Nox4 und p22phox.  
Der Einfluss der Dehnungsamplitude (5% und 12%) ist in Abbildung 3.27 dargestellt. Für 
die Nox4-mRNA-Expression zeigte sich eine dosisabhängige Regulation (5%: 76±6%*, 
12%: 36±5%*, #, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle, #P<0,05 vs. 5%). Währenddessen führte die 
Applikation der Dehnungsamplituden 5% und 12% zur Herabregulation der p22phox-
mRNA-Expression auf ein gleiches Niveau (5%: 76±4%*, 12%: 76±8%*, n=5, *P<0,05 
vs. Kontrolle). 
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Abb. 3.26: Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 
und p22phox durch Dehnung in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden einer Dehnung von 
12% für 1 h, 3 h, 7 h und 24 h ausgesetzt. Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte 
durch RT-PCR. A) Nox4-mRNA-Expression. B) p22phox-mRNA-Expression (in % Kontrolle K, 
n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
 
Abb. 3.27: Dosisabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
Nox4 und p22phox durch Dehnung in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden einer Dehnung 
von 5% und 12% für 24 h ausgesetzt. Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte 
durch RT-PCR. A) Nox4-mRNA-Expression. B) p22phox-mRNA-Expression (in % Kontrolle K, 
n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle, #P<0,05 5% vs. 12%). 
 
 
Abb. 3.28: Regulation der Nox4- und p22phox-Protein-Expression durch Dehnung in humanen 
Endothelzellen. HUVEC wurden einer Dehnung von 12% für 24 h ausgesetzt. Die 
Quantifizierung der Protein-Expression erfolgte durch Western-Blot-Analysen. A) Nox4-oben: 
repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 3 Versuchen. B) p22phox-oben: 
repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 3 Versuchen (in % Kontrolle 
K, n=3, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
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Die Nox4- und p22phox-Protein-Expression wurde nach chronischer Dehnung von 12% 
(24 h) zusätzlich durch Western-Blot-Analysen untersucht (Abb. 3.28). Die Nox4-Protein-
Expression wurde signifikant herabreguliert (15±4%*, n=3, *P<0,05 vs. Kontrolle). Eine 
Regulation von p22phox auf Proteinebene konnte nicht nachgewiesen werden. 
NO kann als Signalmolekül die Expression von Genen regulieren (Pleskova et al., 2006). 
Deshalb wurde in weiteren Experimenten der Einfluss von NO auf die Nox4- und p22phox-
mRNA-Expression untersucht. Dazu wurden HUVEC während der Applikation von 
Dehnung mit L-NAME (500 µM), einem spezifischen Inhibitors der NO-Synthase, 
inkubiert. L-NAME zeigte keinen Einfluss auf die basale mRNA-Expression dieser 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten (Abb. 3.29), jedoch einen Trend zur Verhinderung der 
dehnungsabhängig verringerten Nox4-mRNA-Expression (78±13%*, n=4, *P<0,05 vs. 
Kontrolle). Im Gegensatz dazu hemmte L-NAME die Herabregulation der p22phox-mRNA-
Expression (95±6%, n=4).  
 
 
Abb. 3.29:  Einfluss des NO-Synthase-spezifischen Inhibitors L-NAME auf die mRNA-Expression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox. HUVEC wurden einer 
Dehnungsamplitude von 12% für 24 h mit bzw. ohne L-NAME (500 µM) ausgesetzt. Die 
Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte durch RT-PCR. A) Nox4- oben: repräsentative 
Gelelektrophorese, unten: statistische Auswertung. B) p22phox- oben: repräsentative 
Gelelektrophorese, unten: statistische Auswertung (in % Kontrolle, n≥4, *P<0,05 vs. stationäre 
Kontrolle). 
 
Zur Bestätigung der mRNA-Regulation von Nox4 durch NO wurden stationäre HUVEC 
mit dem NO-Donor DETA-NO in unterschiedlichen Konzentrationen (1, 5, 50 µM) 
inkubiert. Das durch DETA-NO generierte NO beeinflusste die Nox4-mRNA-Expression 
nicht (Abb. 3.30).  
 
 
Ergebnisse             84 
 
Abb. 3.30:  Einfluss von exogenem NO auf die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit 
Nox4. HUVEC wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von DETA-NO (1, 5, 50 µM) 
für 24 h inkubiert. Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte durch RT-PCR (in % 
Kontrolle K, n ≥ 3). 
 
3.3.2.2  Regulation von antioxidativ wirksamen Enzymen durch Applikation 
von Dehnung 
 
Da antioxidativ wirksame Enzyme für die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts von pro- 
und antioxidativen Prozessen eine wesentliche Rolle spielen, wurde im Folgenden die 
Regulation der Expression von Superoxiddismutase (SOD) und Katalase (KAT) näher 
untersucht. 
Die antioxidativ wirksamen Enzyme Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD), 
Kupfer/Zink-Superoxiddismutase (Cu/ZnSOD) und Katalase werden durch Applikation 
von Dehnung in humanen Endothelzellen reguliert. Die MnSOD-mRNA-Expression wurde 
durch eine Dehnungsamplitude von 12% nach 3 h induziert (137±13%*, n=5, *P<0,05 vs. 
Kontrolle) und nach 7 h bzw. 24 h reduziert (7 h: 68±10%*, 24 h: 50±13%*, n=5, *P<0,05 
vs. Kontrolle) (Abb. 3.31). Die zeitabhängige mRNA-Regulation der Katalase zeigte erst 
bei einer Dehnungsdauer von 24 h eine signifikante Herabregulation (42±9%*, n=5, 
*P<0,05 vs. Kontrolle). 
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Abb. 3.31: Zeitabhängige mRNA-Regulation der antioxidativ wirksamen Enzyme Mangan-
Superoxiddismuatse (MnSOD) und Katalase (Kat) durch Dehnung in humanen Endothelzellen. 
HUVEC wurden einer Dehnung von 12% für 1, 3, 7 und 24 h ausgesetzt. Die Quantifizierung 
der mRNA-Expression erfolgte mit RT-PCR. A) MnSOD-mRNA-Expression. B) Katalase-
mRNA-Expression (in % Kontrolle K, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
Der Einfluss der Applikation von 5% und 12% Dehnung ist in Abbildung 3.32 dargestellt. 
Sowohl 5% als auch 12% Dehnung hatten eine signifikante Herabregulation der MnSOD-
mRNA-Expression (5%: 46±8%*, 24%: 50±13%*, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle) und 
Katalase-mRNA-Expression (5%: 64±9%*, 24%: 42±9%*, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle) 
zur Folge.  
 
 
Abb. 3.32: Dehnungsabhängige mRNA-Regulation der antioxidativ wirksamen Enzyme Mangan-
Superoxiddismuatse (MnSOD) und Katalase (Kat) in humanen Endothelzellen. HUVEC 
wurden einer Dehnung von 5% und 12% für 24 h ausgesetzt. Die Quantifizierung der mRNA-
Expression erfolgte mit RT-PCR. A) MnSOD-mRNA-Expression. B) Katalase-mRNA-
Expression (in % Kontrolle K, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
Auf Proteinebene konnte diese Genregulation bestätigt werden. Sowohl MnSOD (69±8%*, 
n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle), als auch Cu/ZnSOD (73±9%*, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle) 
zeigten eine signifikant verminderte Protein-Expression nach Applikation von Dehnung 
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(Abb. 3.33). Zur Untersuchung der Katalase-Protein-Expression stand leider kein 
geeigneter Antikörper zur Verfügung.  
 
 
Abb. 3.33: Regulation der Protein-Expression der antioxidativ wirksamen Enzyme Mangan-
Superoxiddismutase (MnSOD) und Kupfer/Zink-Superoxiddismutase (Cu/ZnSOD) durch 
Dehnung in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden einer Dehnung von 12% für 24 h 
ausgesetzt. Die Quantifizierung der Protein-Expression erfolgte durch Western-Blot-Analysen. 
A) MnSOD-oben: repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 4 
Versuchen. B) Katalase-oben: repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 
4 Versuchen (in % Kontrolle K, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
In weiteren Analysen wurde die Protein-Expression der Heme-Oxigenase, als Marker für 
den oxidativen Stress, und des oxLDL-Rezeptors LOX-1 untersucht. Durch Dehnung 
wurde weder die Heme-Oxigenase noch LOX-1 beeinflusst (Abb. 3.34). 
 
 
Abb. 3.34: Regulation der Protein-Expression der Heme-Oxigenase (HO-1) und LOX-1 durch Dehnung in 
humanen Endothelzellen. HUVEC wurden einer Dehnung von 12% für 24 h ausgesetzt. Die 
Quantifizierung der Protein-Expression erfolgte durch Western-Blot-Analysen. A) HO-1-oben: 
repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 4 Versuchen. B) LOX-1-
oben: repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 4 Versuchen (in % 
Kontrolle K, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
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3.3.2.3 Regulation der endothelialen NO-Synthase durch Applikation von 
Dehnung 
 
Die Rolle von NO bei der Applikation von Dehnung wurde in weitergehenden 
Experimenten untersucht. Die Freisetzung von NO wurde dehnungsabhängig reguliert. Es 
zeigte sich eine dosis- und zeitabhängige NO-Freisetzung in den Zellkulturüberstand 
(Abb. 3.35), die jeweils signifikant höher im Vergleich zur internen stationären Kontrolle 
war. Die Protein-Expression der endothelialen NO-Synthase ging mit der NO-Freisetzung 
einher. Sie wurde nach 24 h Dehnung (12%) induziert (Abb. 3.36; 296±64%*, n=6, 
*P<0,05 vs. Kontrolle). 
 
 
Abb. 3.35:  Dehnungsabhängige Freisetzung von NO durch humane Endothelzellen. A) HUVEC wurden 
einer Dehnungsamplitude von 5% und 12% für 24 h bzw. B) zeitabhängig (1, 3, 7, 24 h) bei 
12% ausgesetzt. Die Messung der NO-Freisetzung erfolgte im Zellkulturüberstand mit der 
Griess-Methode (in µM, n>4, *P<0,05 vs. Kontrolle, #P<0,05 vs. 3 h). 
 
 
Abb. 3.36: Regulation der Protein-Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch Dehnung in 
humanen Endothelzellen. HUVEC wurden einer Dehnung von 12% für 24 h ausgesetzt. Die 
Quantifizierung der Protein-Expression erfolgte durch Western-Blot-Analysen. oben: 
repräsentativer Western-Blot, unten: statistische Auswertung von 6 Versuchen (in % Kontrolle 
K, n=6, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
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3.3.2.4 Dehnungsabhängige Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
 
Um die Expressionsanalysen auf funktioneller Ebene zu überprüfen, wurde der Einfluss 
chronischer Dehnung auf die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies untersucht. Dabei 
wurden HUVEC einer Dehnung von 12% für 24 h ausgesetzt. Anschließend wurde die 
extrazelluläre Bildung von •O2- durch die Cytochrom c-Nachweismethode, die 
intrazelluläre ROS-Bildung durch die DHE-Fluoreszenz und zur Bestätigung der 
Ergebnisse die intra- und extrazelluläre ROS-Bildung durch die Elektronenspinresonanz-
Methode (ESR) bestimmt.  
Chronische Dehnung von 12% bewirkte eine signifikante Herabregulation der intra- und 
extrazellulären ROS-Bildung in humanen Endothelzellen (Abb. 3.37). Die Applikation von 
Dehnung bewirkte extrazellulär eine Herabregulation der •O2--Bildung von 39% 
(Kontrolle: 15,7±1,5 µmol/mg Protein; 12%: 9,8±2,1 µmol/mg Protein*; n=6; *P<0,05 vs. 
Kontrolle). Intrazellulär wurde durch Dehnung die DHE-Fluoreszenz signifikant um 29% 
von 49.701±2.032 RLU/mg Protein (Kontrolle) auf 35.294±2.008 RLU/mg Protein (12%) 




Abb. 3.37: Herabregulation der ROS-Bildung humaner Endothelzellen durch Dehnung. HUVEC wurden 
einer Dehnung von 12% für 24 h ausgesetzt. Anschießend wurde die ROS-Bildung durch 
Cytochrom c-Methode (A) und die DHE-Fluoreszenz (B) bestimmt. Die Ergebnisse wurden auf 
den Proteingehalt normalisiert (A in µmol/mg Protein, B in relativen Einheiten RLU/mg 
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Die Reduktion der Gesamtbildung reaktiver Sauerstoffspezies um 27% durch Dehnung 
konnte mit der ESR-Methode bestätigt werden (Abb. 3.38; 




Abb. 3.38: Herabregulation der ROS-Bildung humaner Endothelzellen durch Dehnung. HUVEC wurden 
einer Dehnung von 12% für 24 h ausgesetzt. Anschließend wurde die ROS-Bildung durch 
Elektronenspinresonanz mit der Spin-Probe CMH bestimmt. Die Ergebnisse wurden auf den 
Proteingehalt normalisiert. A) Spektrum des CMH-Adduktes CP•; schwarz-Kontrolle, rot-
Dehnung. B) statistische Auswertung von 4 Versuchen (in µM CP•/mg Protein, n=4, *P<0,05 
vs. Kontrolle K). 
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3.3.2.5 Regulation des Nox4-Promotors durch Dehnung 
 
Zur Untersuchung der dehnungsabhängigen Regulation der Nox4-Expression auf 
transkriptioneller Ebene wurden HMEC-1-Zellen mit den Nox4-Promotor-Deletions-
Kontrukten (pGL3-Nox4-1200, -724, -428) transfiziert und einer Dehnung von 12% 
ausgesetzt. Nach 24 h erfolgte die Reportergen-Analyse durch Dual-Luciferase-Assay 
(Promega).  
Die Herabregulation der Nox4-mRNA-Expression durch Applikation chronischer Dehnung 
konnte auf transkriptioneller Ebene bestätigt werden. Die beiden Deletionsfragmente 
pGL3-Nox4-1200 und pGL3-Nox4-724 zeigten bei Dehnung von 12% eine verringerte 
Promotoraktivität gegenüber der stationären Kontrolle (-1200: 68±9%*; -724: 66±7%*; 
n=6; *P<0,05 vs. Kontrolle). Die Reportergen-Aktivität des kürzesten Promotorfragmentes 
(pGL3-Nox4-428) wurde dagegen durch Dehnung (12%) nicht beeinflusst (93±15%; n=4) 
(Abb. 3.39). Der für die dehnungsabhängige Herabregulation verantwortliche 
Transkriptionsfaktor bindet somit zwischen Position -724 und -428 stromaufwärts vom 
Transkriptionsstart. Die Computeranalyse des Sequenzabschnittes -724 bis -428 mit dem 
Programm TESS identifizierte potentielle Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen für u.a. 
Sp1, TBP, GATA-1, YY1, AP2, N-Oct-3, HNF-1.  
 
 
Abb. 3.39: Dehnungsabhängige Regulation der Nox4-Promotoraktivität. Die einzelnen Promotordeletionen 
wurden in HMEC-1-Zellen transfiziert und nach 7 h einer Dehnung von 12% für 17 h 
ausgesetzt. Anschließend erfolgte die Reportergen-Analyse mit dem Dual-Luciferase-Assay 
(Promega). Als Kontrollplasmid diente pGL3-Basic (in % stationäre Kontrolle K, n>4, *P<0,05 
vs. stationäre Kontrolle). 
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3.3.3 Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch Training in vivo 
 
Zur Verifizierung der in vitro Daten zur Schubspannung und Dehnung wurden Proben aus 
in vivo Experimenten untersucht.  
Dabei wurde männlichen C57BL/6-Mäusen mit einem Laufrad im Käfig die Möglichkeit 
zum körperlichen Training gegeben. Die Mäuse trainierten 3 Wochen lang 5-mal in der 
Woche für je 30 min (Kojda et al., 2001). Danach wurden die Organe der Tiere 
entnommen. Die Organproben wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Kojda 
(Institut für Pharmakologie und klinische Pharmakologie, Universitätsklinikum 
Düsseldorf) zur Verfügung gestellt. 
Die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox in 
kardialem linksventrikulärem Gewebe in Abhängigkeit von Training ist in Abbildung 3.40 
dargestellt. Durch regelmäßige Bewegung wurde die Nox4-mRNA-Expression im 
Myokardgewebe der Mäuse nicht beeinflusst. In Gegensatz dazu zeigt die p22phox-mRNA-




Abb. 3.40: Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox in 
kardialem linksventrikulärem Gewebe von männlichen C57BL/6-Mäusen durch Training. Die 
Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mit RT-PCR. A) repräsentative 
Gelelektrophorese der mRNA-Expression von Nox4 und p22phox (18S rRNA zur 
Normalisierung, H2O-Wasserkontrolle ohne cDNA). B) statistische Auswertung von 5 murinen 
Myokardproben (in % Kontrolle K, n=5, *P<0,05 vs. Kontrolle). 
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3.4 Einfluss fettreicher Diät auf die in vivo Expression der NAD(P)H-
Oxidase  
 
Insbesondere die fett- und kalorienreiche Ernährungsweise der westlichen Industrieländer 
wird neben anderen Lebensstilfaktoren für die hohe Prävalenz von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen verantwortlich gemacht. 
In diesem Teil der Arbeit sollte daher die vaskuläre Genexpression der NAD(P)H-Oxidase 
in Wildtyp-Mäusen (C57BL/6) und Nox2-defizienten-Mäusen (Nox2-/-) ohne bzw. mit 
fettreicher Diät untersucht und verglichen werden. Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen, 
dass die Endothelfunktion von Nox2-/--Mäusen, bestimmt durch Acetylcholin-vermittelte 
Vasorelaxation, verbessert ist. Zusätzlich sind Lipidperoxidationsprodukte 
(Malondialdehyd) im Plasma von Nox2-/--Mäusen signifikant reduziert (C57BL/6: 
26.600±1.048 rLU, Nox2-/-: 21.943±1.523 rLU*, n>29, *P<0,05 vs. C57BL/6). 
Eigene Vorarbeiten zeigten, dass die Stimulation von Endothelzellen in vitro und ex vivo 
mit oxidierten Lipiden zu einer signifikant erhöhten Radikalbildung führen (Abb. 3.41). 
Dazu wurden venöse (HUVEC) bzw. arterielle (HUAEC) Endothelzellen sowie die Aorta 
thoracalis von C57BL/6-Mäusen für 2 h mit 100 mg/ml nativem (nLDL) bzw. oxidiertem 
LDL (oxLDL) inkubiert. Nach 2 h wurde die Bildung an reaktiven Sauerstoffspezies durch 
Chemilumineszenz bestimmt. Die durch oxLDL induzierte Bildung an reaktiven 
Sauerstoffspezies konnte durch Superoxiddismutase (Scavanger für Superoxidanionen), 
Candesartan (AT1-Blocker), DPI (Flavoproteininhibitor) bzw. VAS2870 (spezifischer 
Nox-Inhibitor, Stielow et al., 2006) verhindert werden (Abb. 3.41) 
Im Gegensatz zu oxLDL hatte nLDL keinen Einfluss auf die Radikalbildung in HUVEC, 
HUAEC und muriner Aorta thoracalis.  
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Abb. 3.41: oxLDL-induzierte ROS-Bildung in HUVEC (A), HUAEC (B) und Aorten von C57BL/6-
Mäusen (C) sowie dessen Hemmung durch Superoxiddismutase (200 U/ml), Candesartan 
(10 µM), VAS2870 (10 µM) und DPI (100 µM). Die Zellen bzw. murine Aorten wurden für 2 h 
mit nativen (nLDL) bzw. oxidierten Lipiden (oxLDL, 100 mg/ml) inkubiert. Die Inhibitoren 
wurden 30 min vor Lipid-Stimulation zugegeben. Die Radikalmessung erfolgte mit Lucigenin-
vermittelter (Mausaorten) bzw. Diogenes-vermittelter (HUAEC, HUVEC) Chemilumineszenz. 
Die Werte wurden auf das Trockengewicht (Aorta) bzw. den Proteingehalt (Zellen) normalisiert 
(in % Kontrolle K, n>5, *P<0,05 vs. Kontrolle, #P<0,05 vs. oxLDL). 
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In weitergehenden Untersuchungen wurde der Einfluss von fettreichem Futter auf die 
NAD(P)H-Oxidase-Expression in C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen untersucht.  
Für die Genotypisierung der Nox2-/--Mäuse wurde genomische DNA aus der 
Schwanzspitze isoliert. Abbildung 3.42 zeigt eine repräsentative Gelelektrophorese zur 
Genotypisierung von Wildtyp-(C57BL/6) und Nox2-/--Tieren.  
 
 
Abb. 3.42: Repräsentative Gelelektrophorese zur Genotypisierung von Wildtyptieren (C57BL/6, +/+, 
240 bp) und Nox2-/--Mäusen (-/-, 195 bp). Aus den Schwanzspitzen der Mäuse wurde 
genomische DNA isoliert und anschließend mit PCR der Genotyp der Mäuse bestimmt.  
 
8 Wochen alte C57BL/6- und Nox2-/--Mäuse wurden für 10 Wochen mit einer fettreichen 
Diät (Western diet) gefüttert (Abb. 3.43), die eine ungesunde, fett- und zuckerreiche 
Ernährungsweise in den westlichen Industrieländern widerspiegeln soll. Die Kontrolltiere 
erhielten weiter das Standardfutter. Danach erfolgte die Blut- und Organentnahme.  
In Tabelle 7.1 (Anhang) sind die beiden Futtertypen in ihrem Energie-, Nährstoff- und 
ausgewählten Fettsäure-, Aminosäure-, Vitamin-, Mineralstoff- und Spurenelementgehalt 
gegenübergestellt. Das Western diet-Futter enthielt mit 21% einen 6-fach höheren 
Fettanteil, der sich besonders aus gesättigten und einfach ungesättigten Fettsäuren 
zusammensetzte. Daraus resultierte ein 4-fach höherer Anteil der Energie aus Fett. 
Zusätzlich wurden den Western diet-Futter 2,1 mg/kg Cholesterin zugesetzt. Auch der 7-
fach erhöhte Zuckeranteil spiegelte die zuckerreiche Ernährungsweise der Industrieländer 
wider. Der Zusatz von Vitamin C diente dem Schutz vor der Autoxidation der Fette.  
 
 
Abb. 3.43: Repräsentative C57BL/6-Maus nach 10 Wochen Fütterung mit A) Standardfutter bzw. B) 
fettreichem Western diet-Futter. 
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3.4.1 Analyse der Basisdaten 
 
Die Basisdaten und Blutfettparameter der Mausstämme C57BL/6 und Nox2-/- sind in 
Tabelle 3.3 zusammengefasst. Am Ende der Versuche hatten alle Mäuse ein 
durchschnittliches Alter von 17 Wochen. Fettreiche Diät erhöhte Gewicht, Blutzucker-, 
Cholesterin-, HDL- und LDL-Spiegel. Zwischen C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen zeigten 
sich in Abhängigkeit vom Futtertyp allerdings keine Unterschiede in den Blutparametern.  
 
Tab.3.3: Basisdaten und Blutfettparameter der C57BL/6- und Nox2-/--Mäuse  
Stamm  C57BL/6 Nox2 -/-
  Standardfutter Western diet Standardfutter Western diet 
Alter [Wo] 17,2±0,1 17,5±0,0 17,5±0,8 16,5±0,3 
Gewicht [g] 24,5±0,6 34,2±1,9 * 29,6±0,5 § 34,6±1,0 * 
Blutzucker [mM] 10,0±0,2 12,5±1,4 * 10,5±0,3 14,6±0,6 * 
Harnsäure [µM] 195,8±9,0 207,9±13,9 198,1±6,6 213,3±21,8 
      
Fettparameter      
Triglyceride [mM] 1,3±0,1 1,3±0,1 1,2±0,1 1,4±0,2 
Cholesterin [mM] 2,5±0,3 5,4±0,4 * 2,1±0,1 5,6±0,2 * 
HDL [mM] 2,1±0,1 4,4±0,3 * 1,7±0,1 § 4,6±0,2 * 
LDL [mM] 0,3±0,1 1,1±0,1 * 0,2±0,0 1,0±0,1 * 
MW±SEM, n>14, *P < 0,05 vs. Standardfutter, §P<0,05 vs. C57BL/6 
 
Das Gewicht der Mäuse stieg durch das Western diet-Futter durchschnittlich um 10 mg bei 
den C57BL/6-Mäusen und 5 mg bei den Nox2-/--Mäusen an. Der Blutzuckergehalt erhöhte 
sich bei den C57BL/6-Mäusen und Nox2-/--Mäusen ebenfalls signifikant um 
durchschnittlich 2,5 mM bzw. 4,1 mM. Harnsäure wirkt in physiologischer Konzentration 
im Extrazellulärraum antioxidativ gegenüber wasserlöslichen Radikalen. Ihre 
Konzentration wird durch die fettreiche Diät nicht beeinflusst.  
Die Bluttriglyceride veränderten sich durch das Western diet-Futter nicht. Bedingt durch 
die Cholesterinkonzentration im Western diet-Futter erhöhte sich der 
Gesamtcholesterinspiegel beider Mausstämme bei fettreicher Diät. Dabei stieg das LDL-
Cholesterin um das 3,6-fache bei den C57BL/6-Mäusen und um das 4,5-fache bei den 
Nox2-/--Mäusen an. Die HDL-Cholesterin-Konzentration im Blut verdoppelte sich bei 
beiden Mausstämmen.  
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3.4.2 Regulation des Homocysteinspiegels durch fettreiche Diät  
 
Homocystein ist ein in der Literatur viel diskutierter Risikofaktor für Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Wilson, 2004; Signorelli et al., 2006). Es wird neben zahlreichen 
Kofaktoren aus der essentiellen Aminosäure Methionin gebildet. Unter basalen 
Bedingungen unterscheiden sich die Homocysteinspiegel im Blut zwischen C57BL/6-
Mäusen und Nox2-/--Mäusen nicht (Abb. 3.44). Nach 10 Wochen fettreicher Diät stieg nur 
der Homocystein-Plasmaspiegel der C57BL/6-Mäuse signifikant an (Standardfutter (SF): 
1,3±0,1 mM, Western diet-Futter (WDF): 2,3±0,2 mM*, n=12, *P<0,05 vs. SF). In 
Gegensatz dazu blieb der Homocysteinspiegel der Nox2-/--Mäusen durch das fettreiche 
Futter unbeeinflusst (SF: 1,2±0,1 mM, WDF: 1,1±0,2 mM, n=12).  
 
 
Abb. 3.44: Regulation der Blut-Homocysteinkonzentration durch fettreiches Futter. Wildtyp- und Nox2-/--
Mäusen wurden 10 Wochen lang mit einer fettreicher Diät gefüttert. Die Kontrolltiere erhielten 
Standardfutter. Anschließend wurde Blut entnommen. Die Homocystein-Konzentration wurde 
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3.4.3 Regulation der NAD(P)H-Oxidase-Expression und Aktivität durch 
fettreiche Diät 
 
In weiteren Untersuchungen wurde die Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
in der Aorta thoracalis, dem Myokard und der Niere von Mäusen (C57BL/6 und Nox2-/-) 
auf mRNA-Ebene mittels Real-Time-PCR analysiert. Dabei wurden der Unterschied der 
Expression zwischen den Mausstämmen und der Einfluss des Western diet-Futters 
untersucht.  
Der Vergleich der beiden Mausstämme zeigte weder in der Aorta thoracalis noch in der 
Niere eine kompensatorische Regulation der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und 
p22phox (Abb. 3.45, Abb. 3.47). Die Nox1-mRNA-Expression wurde in der Aorta 
thoracalis der Nox2-/--Mäusen nur tendenziell induziert (Abb. 3.45 A). Im Gegensatz dazu 
war im Myokard der Nox2-/--Maus die mRNA-Expression von Nox4 und p22phox 
signifikant erhöht (Abb. 3.46 B und C; Nox4-C57BL/6: 0,01±0,001 RU; Nox2-/-: 
0,016±0,003 RU*; p22phox- C57BL/6: 0,17±0,004 RU; Nox2-/-: 0,20±0,01 RU*, n>6, 
*P<0,05 vs. C57BL/6).  
 
 
Abb. 3.45: Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox1, Nox4 und 
p22phox der Aorta thoracalis durch Western diet-Futter (WDF). C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen 
wurden 10 Wochen lang mit einer fettreichen Diät gefüttert. Die Kontrolltiere erhielten 
Standardfutter. Anschließend wurde die Aorta thoracalis entnommen und die RNA isoliert. Die 
Quantifizierung erfolgte durch Real-Time-PCR. A) Nox1-mRNA-Expression. B) Nox4-mRNA-
Expression. C) p22phox-mRNA-Expression (in rel. Einheiten RU, n>5 pro n drei Aorten, 
*P<0,05 vs. Standardfutter). 
 
Das Western diet-Futter beeinflusste die Nox4-mRNA-Expression in der Aorta thoracalis 
und der Niere der Nox2-/--Mäuse. Die Expression der Nox4-mRNA wurde in der Aorta 
thoracalis von 2,1±0,2 RU (Standardfutter) auf 3,2±0,2 RU (Western diet-Futter) induziert 
(Abb. 3.45 B; n>5, *P<0,05 vs. Standardfutter). In der Niere fand eine Reduktion von 
 
Ergebnisse             98 
0,89±0,06  RU (Standardfutter) auf 0,66±0,07 RU (Western diet-Futter) statt (Abb. 3.47 B; 
n=7, *P<0,05 vs. Standardfutter). Im Myokard war durch fettreiche Diät keine mRNA-
Regulation von Nox4 zu beobachten (Abb. 3.46 B).  
Die Nox1-mRNA-Expression blieb in der Aorta thoracalis beider Mausstämme durch die 
Fütterung unbeeinflusst (Abb. 3.45 A). Im Myokard und der Niere war eine Nox1-mRNA-
Expression nicht nachweisbar.  
Die mRNA-Expression von Nox2 wurde im Myokard der C57BL/6-Maus durch das 
fettreiche Futter tendenziell induziert, in der Niere zeigte sich keine Veränderung 
(Abb. 3.46 A, Abb. 3.47 A). 
 
 
Abb. 3.46: Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4, p22phox und 
Nox2 des Myokards durch Western diet-Futter (WDF). C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen wurden 
10 Wochen lang mit einer fettreichen Diät gefüttert. Die Kontrolltiere erhielten Standardfutter. 
Anschließend wurde das Herz entnommen und die RNA isoliert. Die Quantifizierung erfolgte 
durch Real-Time-PCR. A) Nox2-mRNA-Expression. B) Nox4-mRNA-Expression. C) p22phox-
mRNA-Expression (in rel. Einheiten RU, n>6, #P<0,05 vs. C57BL/6). 
 
Eine Regulation der p22phox-mRNA-Expression durch Western diet-Futter war in der Aorta 
thoracalis von C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen zu beobachten. In beiden Mausstämmen 
wurde diese induziert (Abb. 3.45 C; C57BL/6- Standardfutter SF: 0,57±0,02 RU, Western 
diet-Futter WDF: 0,71±0,02 RU*; Nox2-/-- SF: 0,58±0,0 RU, WDF: 0,68±0,0 RU*, n=6, 
*P<0,05 vs. SF). Im Myokard und in der Niere war keine Regulation der p22phox-
Expression auf mRNA-Ebene nachweisbar (Abb. 3.46 C, Abb. 3.47 C). 
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Abb. 3.47: Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4, p22phox und 
Nox2 der Niere durch Western diet-Futter (WDF). C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen wurden 
10 Wochen lang mit einer fettreichen Diät gefüttert. Die Kontrolltiere erhielten Standardfutter. 
Anschließend wurde die Niere entnommen und die RNA isoliert. Die Quantifizierung erfolgte 
durch Real-Time-PCR. A) Nox2-mRNA-Expression. B) Nox4-mRNA-Expression. C) p22phox-
mRNA-Expression (in rel. Einheiten RU, n>6, *P<0,05 vs. Standardfutter). 
 
Um die Expressionsdaten funktionell zu bestätigen, wurde in der Aorta thoracalis von 
C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität durch Lucigenin-




Abb. 3.48: Regulation der NAD(P)H-Oxidase-
Aktivität durch Western diet-Futter 
(WDF). C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen 
wurden 10 Wochen lang mit einer 
fettreichen Diät gefüttert. Die 
Kontrolltiere erhielten Standardfutter. 
Anschließend wurde die Aorta 
thoracalis entnommen. Die 
Radikalmessung erfolgte durch 
Lucigenin-vermittelte 
Chemilumineszenz. Die Spezifität der 
NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde 
durch die Superoxiddismutase (SOD) 
überprüft. Die Werte wurden auf das 
Trockengewicht normalisiert (in % 
C57BL/6, n>3, *P<0,05 vs. 
Standardfutter, #P<0,05 vs. C57BL/6). 
 
Der Vergleich der Mausstämme zeigte keinen Unterschied in der NAD(P)H-Oxidase-
Aktivität. Nach 10 Wochen fettreicher Diät erhöhte sich die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 
in der Aorta thoracalis von C57BL/6- sowie von Nox2-/--Mäusen signifikant im Vergleich 
zum Standardfutter. Der CL-Anstieg war bei den C57BL/6-Mäusen signifikant höher, als 
bei Nox2-/--Mäusen (C57BL/6: 253±15%*; Nox2-/-: 183±13%*, #; n>3; *P<0,05 vs. 
Standardfutter; #P<0,05 vs. C57BL/6). Die Erhöhung der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 
durch fettreiche Diät war durch Superoxiddismutase (SOD) hemmbar. 
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4 Diskussion 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von Isoformen der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten in humanen Endothelzellen. Weiterhin sollte der Einfluss von 
biomechanischer Modulation durch Schubspannung und Dehnung in vitro sowie der 
Einfluss von fettreicher Diät in vivo auf die Expression von NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten sowie auf die endotheliale Radikalbildung untersucht werden. 
 
4.1  Analyse der Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
in humanen Endothelzellen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals in humanen Primärkulturen von venösen und 
arteriellen Endothelzellen die mRNA- und Protein-Expression aller NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten analysiert.  
Ausgehend von Oligonucleotide-Micro-Arrays konnte die vorrangige Expression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox in humanen Endothelzellen durch 
RT-PCR bzw. Real-Time-PCR und Western-Blot-Analysen bestätigt werden. Aktuelle 
Arbeiten finden ebenfalls die NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit Nox4 als Hauptisoform in 
humanen Endothelzellen (Ago et al., 2004; Kuroda et al., 2005; Van Buul et al., 2005). 
Dagegen konnte der klassischen NAD(P)H-Oxidase-Komplex aus den membranständigen 
Untereinheiten Nox2 und p22phox und den zytosolischen Untereinheiten p47phox und p67phox 
nur in monozytären Zellen durch RT-PCR- bzw. Real-Time-PCR und Western-Blot-
Analysen nachgewiesen werden. Die Untereinheit p47phox war in den Oligonucleotide-
Micro-Arrays nicht nachweisbar, konnte dagegen durch RT-PCR-Analyse und Western-
Blot eindeutig detektiert werden. Eine mögliche Ursache könnte in der Nachweisgrenze 
des Oligonucleotide-Micro-Arrays oder einem spezifisch ungeeigneten DNA-
Sondendesign zum Nachweis der p47phox-mRNA auf dem Affimetrix-Chip liegen. Dies 
bestätigt die Notwendigkeit der Überprüfung von Micro-Array-Analysen durch 
unabhängige Nachweisverfahren.  
Im Gegensatz zu den gezeigten Ergebnissen zeigen eine Reihe von Arbeiten die 
Expression der klassischen NAD(P)H-Oxidase in Endothelzellen (Jones et al., 1996; 
 
Diskussion             101 
Bayraktutan et al., 1998; Gorlach et al., 2000; Sorescu et al., 2002; Kuroda et al., 2005). In 
arteriellen Endothelzellen konnte eine 10 - 20-fach erhöhte Expression von Nox4 im 
Gegensatz zu Nox2 gezeigt werden (Sorescu et al., 2002).  
In der Isolation von Primärkulturen kann eine Verunreinigung mit anderen Zelltypen nicht 
ausgeschlossen werden. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in 
Kokulturexperimenten 0,1% monozytäre Zellen, aufgrund der sehr hohen Expression der 
klassischen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten in diesen Zellen, ausreichen, um eine 
Expression von Nox2 und eine PMA-stimulierbare Radikalbildung in Endothelzellen zu 
bewirken. Weitere Gründe für die kontroversen Expressionsdaten in der Literatur könnte 
neben den beschriebenen möglichen Verunreinigung mit anderen Zelltypen, in 
laborspezifisch unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen, dem Einsatz von alternativen 
Wachstumsfaktoren (Lidington et al., 1999; Ago et al., 2004) und der Anzahl der 
Zellkultur-Passagen liegen (Ko et al., 1997). 
Trotzdem scheint ein vaskulärer Nox2-haltiger NAD(P)H-Oxidase-Komplex in vivo eine 
wichtige Rolle bei der Gefäßfunktion zu spielen. Daten unserer Arbeitsgruppe sowie Jung 
und Mitarbeiter (Jung et al., 2004) konnten zeigen, dass die Gefäßfunktion von Nox2-/--
Mäusen gegenüber Wildtypmäusen verbessert ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
der NAD(P)H-Oxidase-spezifische, aber Nox-unselektive Inhibitor gp91phox(Nox2)ds-tat 
die Endothelfunktion von Wildtyptieren verbessern kann (Jung et al., 2004). Dies könnte 
neben einer in vivo Expression innerhalb des Endothels auch durch die Expression dieser 
Isoformen in anderen vaskulären Zelltypen begründet sein. Weiterhin könnte die 
verringerte ROS-Bildung in den Nox2-/--Mäusen (Jung et al., 2004), mit Reduktion der 
Einwanderung von Makrophagen und einer damit verbundenen Verhinderung von 
Endothelschädigungen verbunden sein.  
Mittlerweile sind, neben Nox4, eine Reihe weiterer Isoformen der klassischen NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten beschrieben worden. So konnte neben Nox4 die Expression von 
Nox1, Nox3, Nox5, Duox1 und Duox2 als Isoformen von Nox2, NoxA1 als Isoform von 
p67phox und NoxO1 als p47phox-Isoform in unterschiedlichen Zelltypen identifiziert werden 
(Dupuy et al., 1999; Suh et al., 1999; De Deken et al., 2000; Geiszt et al., 2000; Kikuchi et 
al., 2000; Cheng et al., 2001; Geiszt et al., 2003b; Takeya et al., 2003). In dieser Arbeit 
konnten keine dieser Isoformen in humanen Primärkulturen von Endothelzellen durch RT-
PCR nachwiesen werden. Dies ist in Übereinstimmung mit den Untersuchungen von Ago 
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und Mitarbeiter, die ebenfalls keine Expression der Isoformen Nox1, Nox3 und Nox5 in 
Endothelzellen zeigen konnten (Ago et al., 2004). 
Durch Transfektion und Überexpression des in dieser Arbeit klonierten humanen Nox4-
cDNA-myc-Fusionkonstrukts in Endothelzellen konnte eine perinukleäre Lokalisation des 
Nox4-Proteins durch Immunfluoreszenz und Konfokalmikroskopie nachgewiesen werden. 
Die Lokalisation von humanem Nox4 in zytosolischen Zellkompartimenten wurde parallel 
bestätigt und in weiteren Zelltypen analysiert. Das Nox4-Homolog aus der Ratte als Nox4-
GFP-Fusionsprotein konnte nach Transfektion in eine Nierenkarzinomzelllinie (HEK293) 
im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert werden (Ambasta et al., 2004). Dieses 
Ergebnis wurde von der Arbeitsgruppe um van Buul bestätigt (Van Buul et al., 2005). 
Nox4 konnte als Fusionsprotein in inneren Membranen und Vesikel-ähnlichen Strukturen 
nachgewiesen werden (Martyn et al., 2006). Im Gegensatz dazu wurde mit drei 
verschiedenen Antikörpern und der siRNA-Technik das endogene Nox4-Protein im 
Zellkern von humanen Nabelschnurendothelzellen nachgewiesen (Kuroda et al., 2005). 
Der Unterschied in der Nox4-Lokalisation zwischen der zuletzt genannten Arbeit zu den 
anderen und den eigenen Resultaten ist wahrscheinlich die Herkunft von Nox4. Kuroda 
und Mitarbeiter konnten das native Nox4-Protein detektieren, während alle anderen 
Arbeitsgruppen inklusive die eigenen Untersuchungen jeweils den tag eines 
Fusionsproteins nachwiesen. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen der Radikalbildung durch Diogenes-
vermittelte Chemilumineszenz konnten zeigen, dass die Überexpression von humanem 
Nox4 in Endothelzellen im Gegensatz zu Nox2 und p22phox zu einer erhöhten 
Radikalbildung führt. Da diese Radikalbildung durch PEG-SOD hemmbar war, kann eine 
intrazelluläre Superoxidanionenbildung postuliert werden. Dies spricht für eine wichtige 
Rolle des Nox4-Proteins bei der Radikalbildung in humanen Endothelzellen. Diese 
dominierende Rolle des Nox4/p22phox-Komplexes in Endothelzellen wird dadurch 
unterstützt, dass die für die Aktivierung des Nox2-haltigen Komplexes wichtigen 
Untereinheiten p47phox und p67phox fehlen (Ago et al., 2004). Ambasta und Mitarbeiter 
zeigten ebenfalls eine erhöhte Radikalbildung nach Überexpression eines Nox4-
Homologes aus der Ratte in HEK293-Zellen. Diese konnte durch Kotransfektion mit der 
Untereinheit p22phox, jedoch nicht mit den zytosolischen Isoformen NoxA1 und NoxO1 
gesteigert werden (Ambasta et al., 2004). In HUVEC bildet Nox4 mit p22phox einen 
Komplex. Der Einsatz der siRNA-Technik gegen Nox4 führte zur Herabregulation von 
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p22phox und einer verminderten •O2--Bildung (Kuroda et al., 2005). Eine Nox4-vermittelte 
Stabilisierung von p22phox wurde in kotransfizierten Zellen gezeigt. Durch 
Koimmunopräzipitations-Analysen konnte der Komplex aus Nox4 und p22phox ebenfalls 
nachgewiesen werden (Ambasta et al., 2004). Die ROS-Bildung in Aorten-Endothelzellen 
aus der Ratte konnte durch den Einsatz von Nox4- bzw. p22phox-anti-sense-
Oligonukleotiden vermindert werden (Ago et al., 2004). Das Zusammenspiel zwischen 
Nox4 und p22phox konnte auch in vivo durch erhöhte Proteinexpression in der Niere 
diabetischer Ratten gezeigt werden (Etoh et al., 2003).  
Interessanterweise bilden Nox4-überexprimierende HEK293-Zellen große Mengen an 
Wasserstoffperoxid. Die Autoren konnten jedoch mittels Cytochrom c-Methode und 
Luminol-vermittelter Chemilumineszenz keine Freisetzung von Superoxidanionen in den 
transfizierten Zellen nachweisen. Als Erklärung wurde die Nox4-Lokalisation in 
intrazellulären Zellkompartimenten postuliert, da intrazellulär gebildete Superoxidanionen 
durch Superoxiddismutase zu Wasserstoffperoxid dismutieren können, das durch den 
extrazellulären Spalt diffundiert (Martyn et al., 2006).  
Eine Mutation der p47phox-Bindungsstelle im p22phox-Protein zeigte im Gegensatz zu Nox1 
und Nox2 keine Beeinflussung der Nox4-Aktivität (Kawahara et al., 2005). Diese 
Beobachtungen lassen einen konstitutiv aktiven Nox4-p22phox-Komplex, unabhängig von 
weiteren Untereinheiten, vermuten. Es ist aber bisher nicht auszuschließen, dass weitere 
bisher unbekannte zytosolische Proteine eine Rolle im endothelialen NAD(P)H-Oxidase-
Komplex spielen könnten. Gegen diese Hypothese spricht, dass der Nox2-haltige 
NAD(P)H-Oxidase-Komplex unter Basalbedingungen inaktiv ist (Geiszt et al., 2003a; 
Geiszt et al., 2003b), während Nox4 konstitutiv aktiv oder letztlich unabhängig von 
Aktivatorproteinen zu sein scheint (Ambasta et al., 2004). 
Damit konnte in der vorliegenden Arbeit die vorrangige Bedeutung und die intrazelluläre 
Lokalisation eines Nox4-haltigen NAD(P)H-Oxidase-Komplexes für die Radikalbildung in 
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4.2  Biomechanische Modulation humaner Endothelzellen 
 
Das Endothel als Grenzschicht zwischen strömenden Blut und Gefäßwand spielt eine 
wichtige Rolle bei der Regulation des lokalen Gefäßtonus. Es moduliert auch die 
Konzentration der im Blut zirkulierenden vasoaktiven Substanzen.  
In vivo sind Endothelzellen ständig hämodynamischen Kräften wie Schubspannung und 
Dehnung ausgesetzt. Daher sind statische Zellkulturbedingungen ein eher artifizielles 
Modellsystem, da sich die Zellen vorrangig im aktivierten Zustand befinden.  
Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von Schubspannung und 
Dehnung auf die Regulation von oxidativem Stress in humanen Endothelzellen untersucht.  
 
4.2.1 Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch Schubspannung 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine kurzzeitige Induktion, aber chronisch NO-abhängige 
Herabregulation der Superoxidanionenbildung durch laminare Schubspannung von 
30 dyn/cm2 in Primärkulturen venöser Endothelzellen mit der Cytochrom c-Methode 
gezeigt werden (Duerrschmidt et al., 2006). Die chronische Applikation niedriger 
(1 dyn/cm2) laminarer Schubspannung beeinflusste die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
dagegen nicht. Die Induktion der ROS-Bildung durch kurzzeitige Schubspannung ist in 
Übereinstimmung mit Experimenten mit Rinderaortenendothelzellen (Go et al., 1999) und 
murinen Aortenendothelzellen (Hwang et al., 2003b). Sowohl durch oszillatorische, als 
auch durch niedrige laminare Schubspannung (5 dyn/cm2) konnte ein transienter Anstieg 
der intrazellulären •O2--Bildung gezeigt werden, der nach 24 h wieder Basalwerte erreichte 
(De Keulenaer et al., 1998). In Rinderaortenendothelzellen erhöhte sich die •O2--Bildung 
durch oszillatorische Schubspannung innerhalb von 2 bis 4 Stunden (Hwang et al., 2003a).  
Zusätzlich konnte in dieser Arbeit eine zeit- (2, 8, 24 h) und dosisabhängige 
(1, 30 dyn/cm2) Erhöhung der NO-Freisetzung und der eNOS-Proteinexpression durch 
Applikation laminarer Schubspannung nachwiesen werden (Duerrschmidt et al., 2006). 
Diese Ergebnisse bestätigen vergleichbare Untersuchungen (Nishida et al., 1992; Ayajiki 
et al., 1996; Tsao et al., 1996; Ziegler et al., 1998; Dimmeler et al., 1999; Davis et al., 
2001). Zusätzlich könnte eine posttranskriptionale Modifikation der eNOS eine Rolle 
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spielen. Die endotheliale NO-Synthase kann durch einen redoxsensitiven Mechanismus am 
Serin 1177 phosphoryliert und aktiviert werden (Du et al., 2001; Boo et al., 2002; Kojda 
und Hambrecht, 2005). In vivo erhöht regelmäßiges Training die Phosphorylierung am 
Serin 1177 der eNOS in der Arteria mammaria interna. Des weiteren wird die eNOS-
Expression erhöht und die endothelabhängige Vasodilatation in Patienten mit stabiler 
koronarer Herz-Erkrankung verbesserter (Hambrecht et al., 2003).  
Die in dieser Arbeit beobachtete Herabregulation der Superoxidanionenbildung durch 
chronische Applikation laminarer Schubspannung könnte zur Erklärung der erhöhten 
Fluss-abhängigen NO-Bioverfügbarkeit in humanen Endothelzellen beitragen.  
Beim transienten Anstieg der endothelialen Superoxidanionenbildung durch laminare 
Schubspannung könnte ein Nox2/p47phox-haltiger bzw. Nox4-haltiger-NAD(P)H-Oxidase-
Komplex eine Rolle spielen (Hwang et al., 2003b). Durch den Einsatz des NAD(P)H-
Oxidase spezifischen, aber Nox-Isoform-unselektiven (Jung et al., 2004) Inhibitors 
gp91phox(Nox2)ds-tat, der die Zusammenlagerung der Nox-Untereinheit mit der 
zytosolischen Untereinheit p47phox der NAD(P)H-Oxidase verhindert (Rey et al., 2001), 
konnte der schubspannungsabhängige transiente Anstieg der endothelialen 
Superoxidanionenbildung verhindert werden (Duerrschmidt et al., 2006). Da in dieser 
Arbeit keine Induktion der Expression der NAD(P)H-Oxidase durch laminare 
Schubspannung für 2 h gezeigt werden konnten, scheint die erhöhte 
Superoxidanionenbildung unter diesen Bedingungen durch eine funktionelle Aktivierung 
des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes zustande zu kommen. Es kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass zusätzlich andere Quellen reaktiver Sauerstoffspezies bei Kurzzeitapplikation 
laminarer Schubspannung eine Rolle spielen (z.B. Xanthinoxidase) (McNally et al., 2003).  
In den vorgestellten Experimenten konnte der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME die 
schubspannungsabhängige Induktion der •O2--Bildung nach 2 h nicht verhindern. Deshalb 
scheint NO. bei der funktionellen Aktivierung des •O2--bildenden Enzymkomplexes keine 
Rolle zu spielen. Bei der Applikation chronischer Schubspannung führte der Einsatz des 
NO-Synthase-Inhibitor L-NAME zu einem leichten, aber nicht signifikanten Anstieg der 
Superoxidanionenbildung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Unter 
physiologischen Bedingungen bildet die endotheliale Bildung von NO. und •O2- ein 
Gleichgewicht, wobei die Superoxiddismutase eine Schlüsselstellung einnimmt (Fukai et 
al., 2002). Die Hemmung der NO-Bildung durch L-NAME führte auch in anderen 
Arbeiten zu einem leichten Anstieg der •O2--Konzentration (Munzel et al., 2002).  
 
Diskussion             106 
Für die Herabregulation der endothelialen •O2--Konzentration könnte zusätzlich die SOD-
Expression eine Rolle spielen. Studien konnten zeigen, dass die verschiedenen 
Superoxiddismutase-Isoformen in Endothelzellen schubspannungsabhängig reguliert 
werden (De Keulenaer et al., 1998; Dimmeler et al., 1999; Chan et al., 2004). So konnte 
eine Induktion der Cu/ZnSOD-Proteinexpression durch eine Schubspannung von 
15 dyn/cm2 für 12 h gezeigt werden (Dimmeler et al., 1999). In den hier durchgeführten 
Experimenten wurde die Cu/ZnSOD durch chronische Applikation von 1 dyn/cm2 
laminarer Schubspannung induziert, während die Applikation von 30 dyn/cm2 laminarer 
Schubspannung für 24 h die Cu/ZnSOD-Expression nicht beeinflusste. Dies spricht gegen 
den Einfluss einer erhöhten SOD-Expression auf die schubspannungsabhängige 
Herabregulation der Superoxidanionenbildung bei 30 dyn/cm2. 
Die in vivo-Relevanz einer Herabregulation der endothelialen Bildung von 
Superoxidanionen durch die Applikation laminarer Schubspannung konnte in 
Koronararteriolen des Schweins gezeigt werden (Sorop et al., 2003). Eine plötzliche 
Unterbrechung des Flusses in fluss-adaptierten Ratten- bzw. Mausaorten hatte eine 
vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zur Folge (Matsuzaki et al., 2005). Im 
Mausmodell der arteriovenösen Fistel führte eine Shuntanlage zwischen der rechten 
Halsschlagader und der Jugularvene zu einem starken Anstieg von Blutfluss und 
Schubspannung. Parallel wurde in dem Modell ein p47phox-abhängiger Anstieg der ROS-
Bildung beobachtet (Castier et al., 2005). In diesem komplexen in vivo Modell könnten 
neben der Schubspannung auch andere Mechanismen eine Rolle spielen. So könnte die 
Gefäßdilatations-abhängige Erhöhung der mechanischen Dehnung für die Aktivierung 
eines Nox1/p47phox-haltigen NAD(P)H-Oxidase-Komplex in den angrenzenden glatten 
Muskelzellen verantwortlich sein. Der erhöhte Blutfluss in Mäusen, der durch freiwilliges 
„Training“ entsteht, führt zur Reduktion der vaskulären ROS-Freisetzung und der Nox1- 
und p47phox-Expression (Laufs et al., 2005). Letztlich zeigte eine klinische Studie an 
Patienten mit koronarer Herzerkrankung, dass regelmäßiges Training zu einer reduzierten 
NAD(P)H-Oxidase-Expression und verringerter ROS-Bildung führt (Adams et al., 2005). 
Somit werden die in vitro Daten dieser Arbeit durch die Mehrzahl der in vivo Modelle 
unterstützt. 
Parallel zur Verringerung der ROS-Bildung konnte in der vorliegenden Arbeit in humanen 
Endothelzellen eine Herabregulation der Nox4-Expression auf mRNA- und Proteinebene 
durch chronische Applikation laminarer Schubspannung beobachtet werden. Durch 
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Anlegen eines pulsatilen Flusses konnte eine verringerte Nox4-Expression in 
Rinderaortenendothelzellen nachwiesen werden (Hwang et al., 2003b). In vivo führte 
regelmäßiges Training zu einer Abnahme der humanen Nox4-Expression der Arteria 
mammaria interna (Adams et al., 2005). Im Mausmodell konnte dies in dieser Arbeit nicht 
direkt bestätigt werden. Ein 3-wöchiges Training (5-mal in der Woche) führte zu einer 
Herabregulation der p22phox-mRNA-, aber nicht der Nox4-mRNA-Expresssion in murinen 
kardialem linksventrikulärem Gewebe. Dies könnte an der Nutzung unterschiedlicher 
Gewebe (Rinderendothelzellen, humane Gefäße, murines kardiales Gewebe) zur Analyse 
der Expression liegen. Uns standen für die hier durchgeführten Analysen nur kardiales 
Gewebe und keine Gefäße zur Verfügung, da letztere in früheren Untersuchungen unseres 
Kooperationspartners bereits genutzt wurden. 
Die beobachtete schubspannungsabhängie Herabregulation von Nox4 ist nicht NO 
abhängig. Eine NO-abhängige Regulation anderer NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten/-
Isoformen konnte in humanen Endothelzellen gezeigt werden (Duerrschmidt et al., 2006; 
Pleskova et al., 2006).  
Die Abnahme der Nox4-mRNA-Expression durch Schubspannung kann durch eine 
Veränderung auf transkriptioneller Ebene (Promotoraktivität) oder erhöhte mRNA-
Degradation bzw. verringerte mRNA-Stabilität vermittelt sein.  
In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine funktionelle Promotoranalyse der wichtigsten 
endothelialen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit Nox4 gezeigt. Zusätzlich wurde eine 
schubspannungsabhängige transkriptionelle Regulation von Nox4 nachgewiesen. Dazu 
wurde genomische DNA stromaufwärts vom Nox4-Transkriptionsstart kloniert und 
Promotordeletionsfragmente generiert. Der für die Herabregulation von Nox4 
verantwortliche Transkriptionsfaktor ist AP-1. Dies wurde durch Experimente mit einem 
Nox4-Promotor-Konstrukt und einer Mutation der AP-1-Transkriptionsfaktor-
bindungsstelle nachgewiesen.  
Durch die Aktivierung mechanosensitiver Rezeptoren kommt es in der Endothelzelle zur 
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionskaskaden. Diese können 
Transkriptionsfaktoren (z.T. „third messengers“ genannt) aktivieren. Wichtige durch 
Schubspannung aktivierbare Transkriptionsfaktoren sind early growth response gene-1 
(egr-1), activator protein-1 (AP-1) und nuclear facor kappa B (NFκB) (Lan et al., 1994; 
Schwachtgen et al., 1998). Einige endotheliale Gene enthalten in ihren Promotorregionen 
Erkennungssequenzen für diese Transkriptionsfaktoren. NFκB und AP-1 sind 
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Transkriptionsfaktoren, die mehrere Wirkmechanismen besitzen. Sie sind nicht nur durch 
biomechanische Stimuli aktivierbar (Davies et al., 1995). Es existieren möglicherweise 
auch Promotorsequenzen, die für physikalische Reize selektiv sind. Resnick und 
Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Sequenz GAGACC für die Regulation der 
Genexpression von PDGF-B durch Schubspannung verantwortlich ist (Resnick et al., 
1993). Die Sequenz wird als shear stress response element (SSRE) bezeichnet.  
AP-1-Komplexe können Dimere aus fos- und jun-Proteinen sein, die über einen leucine 
zipper gebildet werden (Gentz et al., 1989). Daneben sind auch Homodimere möglich. Die 
unterschiedlichen Kombinationsmöglichkeiten unterscheiden sich in der Bindungsfähigkeit 
an die AP-1-Erkennungssequenz (Li et al., 1996). Währenddessen fos/fos-Homodimere 
nicht in der Lage sind, effektiv an die DNA zu binden, haben fos/jun-Heterodimere und 
jun/jun-Homodimere eine höhere DNA-Bindungsaffinität. Die für c-fos und c-jun 
codierenden Gene gehören zu den immediate early response genes (IERG). Eine 
Aktivierung von AP-1 führt in den meisten Fällen zu vermehrter Expression von Genen. 
So wird eine Verstärkung der zellulären Antwort bewirkt. AP-1 ist auch ein wichtiger 
Transkriptionsfaktor für die Promotoraktivität der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p67phox 
(Gauss et al., 2002). 
Bei der in dieser Arbeit gefundenen Herabregulation von Nox4 durch Schubspannung 
scheint AP-1 kein Aktivatorprotein zu sein. Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen parallel 
eine Herabregulation des Transkriptionsfaktors AP-1 durch chronisch laminare 
Schubspannung. 
Eine mögliche Erklärung für unsere Befunde ist eine Kompetition um 
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen. In der längsten klonierten Nox4-Promotorsequenz 
befinden sich insgesamt vier AP-1-Bindungsstellen. Da durch Schubspannung die AP-1-
Expression herabreguliert wird, wäre so weniger AP-1 vorhanden, dass um die 4 putativen 
AP-1-Bindungsstellen konkurriert werden muss. Damit könnte der Promotor nicht mehr so 
stark aktiviert werden. Mit den Promotordeletionen wurde jeweils eine AP-1-
Bindungsstelle entfernt. Die AP-1-Menge nach Schubspannung reicht aus, um die 
Reportergenaktiviät auf das Niveau der statischen Kontrolle zu bringen. Nach Deletion der 
AP-1-Bindungsstelle im längsten Nox4-Promotorfragment war die Herabregulation der 
Promotoraktivität durch Schubspannung nicht mehr nachweisbar. Eine aktuelle Arbeit 
konnte nachweisen, dass in Drosophila AP-1 neben der bekannten Rolle als 
Aktivatorprotein auch als transkriptioneller Repressor agieren kann (Kim et al., 2005). Die 
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Arbeitsgruppe um Korenaga konnte ebenfalls eine negative transkriptionelle Regulation 
von VCAM-1 durch AP-1 nachweisen. Sie zeigten, dass Schubspannung die Transkription 
des VCAM-1-Gens über eine AP-1-Konsensussequenz in Endothelzellen herabregulieren 
kann (Korenaga et al., 1997). 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte damit erstmals der Nox4-Promotor kloniert und 
funktionell charakterisiert werden. 
 
4.2.2 Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch Dehnung 
 
Arterielle Gefäße (Arteria mammaria interna) zeigen im Gegensatz zu venösen Gefäßen 
(vena saphena) ex vivo eine erhöhte Superoxidanionenbildung, Superoxiddismutase-
Aktivität und NO-Freisetzung. Dies könnte auf die hohe pulsatile Dehnung und den 
erhöhten Blutdruck in arteriellen Gefäße zurückgeführt werden (Schmalfuss et al., 1999). 
In vivo Messungen und in vitro Modelle zeigen unter physiologischen Bedingungen eine 
Wanddehnung von 5-6%, die unter pathophysiologischen Bedingungen wie Bluthochdruck 
in vivo auf 12 - 20% steigen kann (Patel et al., 1965; Safar et al., 1981; Steinman und 
Ethier, 1994; Osol, 1995).  
Aufgrund der Verfügbarkeit humaner arterieller Endothelzellen wurden die Experimente 
zur Dehnung mit venösen Endothelzellen in der ersten Passage durchgeführt. Es wurde die 
physiologische Dehnung von 5% gegen eine in vivo pathophysiologische Dehnung von 
12% verglichen. Matsushita und Mitarbeiter konnten eine erhöhte·•O2--Bildung und 
NAD(P)H-Oxidase-Aktivität sowie eine Induktion der p22phox-mRNA-Expression durch 
Dehnung von 6% (6 h) in HUVEC der Passage 5-6 nachweisen (Matsushita et al., 2001). 
Die Zellen wurden in diesem früheren Modell nur unidirektional gedehnt, was eine 
Limitierung des Modells darstellt (Hirata et al., 2000).  
Die Regulation der endothelialen NAD(P)H-Oxidase durch chronische Dehnung und der 
Einfluss verschiedener Dehnungsamplituden wurde bisher nicht untersucht. 
In dieser Arbeit konnte durch RT-PCR und Western-Blot-Analysen gezeigt werden, dass 
die mRNA- bzw. Protein-Expression der endothelialen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
Nox4 und p22phox durch chronische Dehnung mit Amplituden von 5% und 12% reduziert 
wird. Gleichzeitig werden antioxidativ wirksame Enzyme (Katalase, Cu/ZnSOD und 
MnSOD) auf mRNA- und Protein-Ebene herabreguliert. Zusätzlich wurde in humanen 
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Endothelzellen die ROS-Bildung nach chronischer Dehnung von 12% verringert und die 
NO-Freisetzung erhöht. In den hier vorliegenden Analysen ist bei der Expression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten sowie antioxidativ wirksamen Enzymen und der NO-
Freisetzung kein Unterschied zwischen physiologischer (5%) und pathophysiologisch 
erhöhter (12%) Dehnung von humanen Endothelzellen zu beobachten.  
In der Literatur sind eine Reihe von Methoden zur Messung von reaktiven 
Sauerstoffspezies beschrieben, wobei jede ihre spezifischen Limitationen und Vorteile hat. 
Aus diesem Grund sollten für jede Fragestellung zwei unabhängige Methoden angewendet 
werden (Brandes und Janiszewski, 2005). Die in den Experimenten beobachtete verringerte 
endotheliale ROS-Bildung durch chronische Applikation (24 h) von 12% Dehnung wurde 
durch drei verschiedene Methoden bestimmt. Die extrazelluläre Abnahme der •O2--Bildung 
wurde durch die Cytochrom c-Methode quantifiziert, da Cytochrom c aufgrund seines 
Molekulargewichts nicht die Zellmembran passieren kann. Die Spezifität des •O2--
Nachweises wurde durch den Einsatz von Superoxiddismutase und Katalase gewährleistet. 
Durch die Anwendung der DHE-Fluoreszenz konnte die intrazelluläre Herabregulation der 
ROS-Bildung gezeigt werden. Als dritte Methode wurde mit Elektronenspinresonanz und 
der Spin-Probe CHM die extra- und intrazellulare Abnahme der ROS-Bildung in humanen 
Endothelzellen durch chronische Dehnung bestätigt.  
Die Literatur zur dehnungsabhängigen Regulation der •O2--Bildung ist widersprüchlich. So 
wurde gezeigt, dass eine Dehnung von 6% bzw. 10% für 6 h die endotheliale •O2--Bildung 
induziert (Matsushita et al., 2001; Wang et al., 2001). In humanen koronaren 
Endothelzellen stimulierte Dehnung von 10% innerhalb von 60 min die 
Superoxidanionenbildung. Dies konnte durch den Flavoenzym-Inhibitor DPI verhindert 
werden. Nach 24 h wurde zwar das Basalniveau wieder erreicht, aber durch die 
Inhibierung der NO-Bildung mittels L-NMMA konnten Hishikawa und Mitarbeiter zeigen, 
dass die Reaktion von NO. mit •O2- zu Peroxynitrit für die scheinbare Herabregulation der 
Superoxidanionenbildung verantwortlich ist. Die eigentliche Bildung von •O2- durch 
chronische Applikation von Dehnung (6%) war erhöht (Hishikawa und Luscher, 1997). In 
pulmonalen Epithelzellen führte Dehnung ebenfalls zu einer erhöhten transienten ROS-
Bildung, die bei chronischer Applikation wieder Basalniveau erreichte (Chapman et al., 
2005). Kurzzeitige (1 h) Dehnung humaner koronarer Muskelzellen zeigte bei eine 
Amplitude von 10% eine erhöhte ROS-Bildung, während die Amplitude von 6% keinen 
Einfluss hatte (Hishikawa et al., 1997). Die Arbeitsgruppe um Hitmon zeigten kürzlich, 
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dass Dehnung (15%) von glatten Muskelzellen nur in Kombination mit einer Angiotensin 
II-Stimulation zur vermehrten •O2--Bildung sowie NAD(P)H-Oxidase-Aktivitätserhöhung 
führt, die durch die Blockade des AT1-Rezeptors verhindert werden kann (Hitmon et. al., 
2006).  
In vivo wird in pathophysiologischen Situationen wie Hypertonie ein Gefäß bis zu 20% 
gedehnt (Osol, 1995). Eine erhöhte Dehnung in vivo führt ebenfalls zu einer vermehrten 
Radikalbildung. Die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität war in Arterien spontan hypertensiver 
Ratten (Morawietz et al., 2001; Chabrashvili et al., 2002; Paravicini et al., 2004; Lodi et 
al., 2006) bzw. DOCA-Salz hypertensiver Ratten (Ghosh et al., 2004) im Gegensatz zu 
Kontrolltieren erhöht. Dies ging mit einer erhöhten arteriellen Nox2- bzw. Nox4-
Expression einher (Paravicini et al., 2004). In der Niere hypertensiver Ratten wurde eine 
Induktion der p47phox- und p67phox-Proteinexpression gezeigt (Chabrashvili et al., 2002). 
Durch immunhistochemische Analysen konnte eine erhöhte Expression der p47phox-
Untereinheit in der Media der abdominalen Aorta spontan hypertensiver Ratten 
nachwiesen werden (Lodi et al., 2006).  
Parallel zu der beobachteten Abnahme der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wird 
durch chronische Dehnung von 5% und 12% die mRNA-Expression der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox in humanen Endothelzellen herabreguliert. 
Matsushita und Mitarbeiter fanden dagegen eine Induktion der p22phox-mRNA-Expression 
bei einer Dehnung von 6% (6 h) (Matsushita et al., 2001). Zusätzlich zeigte die 
Arbeitsgruppe um Hitmon, dass Dehnung (15%) von glatten Muskelzellen in Kombination 
mit einer Angiotensin II-Stimulation zur Expressionserhöhung von p22phox und Nox1 führt 
(Hitmon et. al., 2006).  
Die beobachtete Reduktion der Nox4-Expression ist auch bei anderen biomechanischen 
Stimuli, wie Schubspannung (siehe 3.3.1.1) (Hwang et al., 2003b) oder Training in vivo 
(Adams et al., 2005) nachzuweisen. Damit könnte vermutet werden, dass humane 
Endothelzellen bei der Regulation der Nox4-Expression nicht zwischen den beiden 
biomechanischen Stimuli Schubspannung und Dehnung unterscheiden können. Die 
Promotor-Analyse des Nox4-Gens zeigte aber, dass nicht die AP-1-Bindungsstelle, die bei 
der schubspannungsabhängigen Herabregulation von Nox4 eine Rolle spielt, für die 
Regulation durch Dehnung verantwortlich ist. Der für die dehnungsabhängige 
Herabregulation von Nox4 verantwortliche Transkriptionsfaktor bindet zwischen Position -
724 und -428. In diesem Bereich befindet sich keine AP-1-Bindungsstelle.  
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Mit der DNA-Mikroarray-Technik konnte gezeigt werden, dass die Endothelzelle zwischen 
unterschiedlichen hämodynamischen Stimuli unterscheiden kann. Die beiden 
hämodynamischen Kräfte Schubspannung und Dehnung bewirkten unterschiedliche 
endotheliale Genexpressionsprofile (Andersson et al., 2005). Die verantwortlichen 
Transkriptionsfaktoren sind noch nicht vollständig identifiziert. Zwei Arbeitsgruppen 
fanden eine erhöhte Mobilisierung des Transkriptionsfaktors NFκB durch Dehnung 
(Matsushita et al., 2001; Wang et al., 2001).  
Der in dieser Arbeit gezeigte zeit- und dosisabhängige Anstieg der NO-Freisetzung bei 
Dehnung, parallel mit erhöhter eNOS-Proteinexpression, konnte in anderen Arbeiten 
bestätigt werden. Zyklische Dehnung erhöht die eNOS-mRNA- bzw. Proteinexpression 
und Aktivität arterieller Endothelzellen und Rinderaortenendothelzellen (Awolesi et al., 
1994; Awolesi et al., 1995; Hishikawa und Luscher, 1997).  
Bei der Herabregulation der endothelialen •O2--Konzentration könnte auch eine erhöhte 
Superoxiddismutase-Expression von Bedeutung sein. Einige Studien konnten eine 
dehnungsabhängige Regulation verschiedener Superoxiddismutase-Isoformen in 
Endothelzellen zeigen (Yamamoto et al., 2005). Cheng und Mitarbeiter zeigten, dass 
Dehnung die Superoxiddismutase- und Glutathionperoxidase-Aktivität induziert (Cheng et 
al., 1999). In dieser Arbeit zeigte die Analyse der zeitabhängigen mRNA-Expression der 
Cu/ZnSOD einen transienten Anstieg, jedoch chronisch eine Herabregulation durch 
Applikation von 12% Dehnung. Parallel dazu wurde die mRNA-Expression der Katalase 
sowie die Proteinexpression der Cu/ZnSOD und MnSOD ebenfalls durch chronische 
Dehnung herabreguliert. Dies spricht dafür, dass die dehnungsabhängige Herabregulation 
der ROS-Bildung nicht aus einer erhöhten SOD-Expression und damit vermehrten 
Dismutation reaktiver Sauerstoffspezies resultiert. Wahrscheinlich ist die Herabregulation 
der endothelialen NAD(P)H-Oxidase dafür verantwortlich. 
In humanen Endothelzellen konnte keine erhöhte ROS-Bildung durch die 
pathophysiologische Dehnungsamplitude von 12% nachwiesen werden. Sowohl die 
Dehnung von 5%, als auch von 12% führte zu einer signifikanten Herabregulation des 
oxidativen Stresses. 
Die in in vivo Modellen gemessene Wanddehnung von 12 - 20% unter 
pathophysiologischen Bedingungen (Patel et al., 1965; Safar et al., 1981; Steinman und 
Ethier, 1994; Osol, 1995) wird meist von weiteren Risikofaktoren der Atherosklerose 
begleitet. Die in dieser Arbeit an humanen Endothelzellen untersuchte Dehnungsamplitude 
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allein scheint nicht für die pathophysiologischen Gefäßveränderungen verantwortlich zu 
sein. Weitere Untersuchungen mit Kombinationen mehrerer Risikofaktoren (u.a. oxLDL, 
Angiotensin II, Glukose) unter pathophysiologischer Dehnung könnten daher zum besseren 
Verständnis der Mechanismen der Atheroskleroseentstehung beitragen. 
 
4.3  Einfluss von fettreicher Ernährung in vivo 
 
Die Hauptrisikofaktoren für die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen sind Rauchen, 
arterielle Hypertonie, hohes Serumcholesterin, niedriges HDL-Cholesterin und Diabetes 
mellitus. Adipositas und Bewegungsmangel erhöhen zusätzlich das Morbiditätsrisiko. 
Neben den Lebensstilfaktoren Rauchen und Bewegungsmangel werden insbesondere die 
fett- und kalorienreiche, sowie ballaststoff- und obst-/gemüsearme Ernährung der 
westlichen Industriestaaten für die hohe Prävalenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen 
verantwortlich gemacht. Daher stellt eine Ernährungsumstellung zu einer Kost mit 
ausgewogener Nährstoff- und Energiezufuhr die Grundlage der Primär- und der 
Sekundärprävention vaskulärer Erkrankungen dar.  
Zahlreiche Untersuchungen stützen die Theorie, dass oxidierte Lipide Gefäßveränderungen 
induzieren, die zu atherosklerotischen Prozessen führen. Insbesondere low-density 
Lipoproteine (LDL) sind anfällig für oxidative Modifikationen. Oxidative Veränderungen 
können endogen erfolgen. Alternativ werden Lipid-Oxidationsprodukte aus den 
Nahrungsfetten resorbiert und gelangen somit in den Körper. Oxidativ modifiziertes LDL 
(oxLDL) führt zur Reduktion der endothelialen NOS-Expression (Lehr et al., 1992; Laufs 
et al., 1998). Zusätzlich induziert es die vaskuläre ROS-Bildung in vitro und ex vivo 
(Rueckschloss et al., 2001; Ou et al., 2006; Stielow et al., 2006). In der Folge kommt es 
zur Beeinträchtigung der Gefäßfunktion in Form der endothelabhängigen Vasorelaxation.  
 
4.3.1 Einfluss von fettreicher Ernährung auf die Regulation der NAD(P)H-
Oxidase 
 
Zur weiteren Aufklärung des Mechanismus der LDL-induzierten ROS-Bildung in vivo und 
dem Einfluss von NAD(P)H-Oxidasen wurden in dieser Arbeit Wildtyp (C57BL/6)- und 
Nox2-/--Mäuse 10 Wochen lang mit einer fettreichen Diät (Western diet) gefüttert. Die 
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Western diet spiegelt mit einem 6-fach höheren Fett- und Zuckeranteil gegenüber dem 
Standardfutter die ungesunde Ernährungsweise in den westlichen Industrieländern wieder. 
Dabei sind im fettreichen Futter vor allem mehrfach ungesättigte Fettsäuren durch 
gesättigte ersetzt. Die Superoxidanionenbildung humaner Neutrophile ist durch 
Stimulation mit den ω-3-Fettsäuren Eicosapentaensäure (20:5ω-3), Docosapentaensäure 
(22:5ω-3) und Docosahexaensäure (22:6ω-3) im Vergleich zu der Stimulation mit der ω-6-
Fettsäure Arachidonsäure (20:4ω-6) vermindert (Schneider et al., 2001).  
Die Western diet-Fütterung führte bei beiden Mausstämmen (C57BL/6, Nox2-/-) zu 
vergleichbaren Lipid-Plasmaspiegeländerungen. Durch die Fütterung mit Western diet kam 
es zum Anstieg der Gesamtcholesterin-, LDL- und HDL-Konzentration, während der 
Triglyceridspiegel sich nicht veränderte. Ähnliche Befunde wurden von anderen 
Arbeitsgruppen beschrieben (Kirk et al., 2000; Barry-Lane et al., 2001; Maeda et al., 
2005). Analysiert man jedoch spontan hypercholesterämische Mäuse mit Defizienz einer 
funktionellen NAD(P)H-Oxidase (Nox2-/-, ApoE-/-) nach Western diet-Fütterung, so zeigen 
sich im Vergleich zu Kontrolltieren niedrigere Cholesterin- und 
Triglyceridkonzentrationen (Kirk et al., 2000). 
Nach 10-wöchiger Western diet-Fütterung wurde mittels Lucigenin-vermittelter 
Chemilumineszenz die ROS-Bildung der Aorta thoracalis untersucht. Unabhängig vom 
Genotyp stieg die Superoxiddismutase-hemmbare ROS-Bildung in der Aorta beider 
Mausstämme durch die Western diet im Vergleich zum Standardfutter signifikant an. Der 
Vergleich der beiden Mausstämme (C57BL/6, Nox2-/-) zeigte keinen Unterschied in der 
basalen ROS-Bildung, wobei die Western diet-induzierte Anstieg der ROS-Bildung in den 
C57BL/6-Mäusen signifikant höher war, als bei den Nox2-/--Mäusen. Bei Ratten und 
Meerschweinchen führt die Fütterung einer fettreichen Diät zu einer erhöhten ROS-
Bildung im zerebralen Kortex bzw. peritonealen Leukozyten (Maeda et al., 2005; Zhang et 
al., 2005). Im Gegensatz zu unseren Arbeiten konnten Jung und Mitarbeiter eine basal 
verminderte ROS-Bildung in der Aorta der Nox2-/--Maus nachweisen (Jung et al., 2004). 
Dies führte zu einer verbesserten Gefäßfunktion, die unsere Arbeitsgruppe ebenfalls 
nachweisen konnte. Periphere Neutrophile, die aus dem Blut von Nox2-/--Mäusen isoliert 
wurden, zeigten im Gegensatz zum Wildtyp ebenfalls eine verminderte Bildung von 
reaktiven Sauerstoffspezies (Pollock et al., 1995; Kirk et al., 2000). Das der Nox2-/--Maus 
entsprechende humane Krankheitsbild ist die chronische Granulomatose. Bei kürzlichen 
Untersuchungen dieser Patienten mit Mutationen im Gen der Nox2-Untereinheit konnten 
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Violi und Mitarbeiter verringerten oxidativer Stress, erhöhte NO-Bioverfügbarkeit und 
eine bessere Gefäßfunktion (arterielle Vasodilatation) im Vergleich zur Kontrollgruppe 
nachweisen. Auch waren die Surrogat-Marker für den oxidativen Stress 8-Hydroxy-2’-
Deoxyguanosine-Serumkonzentration und Isoprostan-Urinkonzentration gegenüber dem 
Kontrollkollektiv verringert (Violi et al., 2006). Die Beobachtungen zu den Markern des 
oxidativen Stresses stimmen mit den in dieser Arbeit gezeigten Analysen überein. Auch in 
Nox2-/--Mäusen waren signifikant niedrigere Blut-Lipidperoxide, gemessen mittels 
fluorometrischer Bestimmung der Malondialdehyde, nachweisbar.  
Unter basalen Bedingungen ist die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in murinen vaskulären 
Zellen von Nox4 und nicht Nox1 abhängig (Ellmark et al., 2005). In der vorliegenden 
Arbeit wurde mit Real-Time-PCR untersucht, ob in der Nox2-defizienten Maus andere 
NAD(P)H-Oxidase-Isoformen/-Untereinheiten (Nox4, Nox1, p22phox) in der Aorta 
thoracalis, im Myokard sowie der Niere auf mRNA-Ebene kompensatorisch reguliert 
werden. Dabei zeigte sich nur im Myokard eine signifikant erhöhte mRNA-Expression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox. Die Nox1-mRNA wurde in der 
Aorta thoracalis nur tendenziell erhöht. Die Arbeitsgruppe um Kirk fand ebenfalls keine 
signifikanten Unterschiede in der Nox1-mRNA-Expression (Kirk et al., 2000). Jung und 
Mitarbeiter untersuchten die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
Nox1, Nox4, p22phox in der Aorta der Nox2-/--Maus im Vergleich zum Wildtyp und 
konnten ebenfalls keine kompensatorische Regulation nachweisen. Zusätzlich fanden sie 
keine Unterschiede in der vaskulären Genexpression von eNOS, Katalase, Cu/ZnSOD und 
extrazellulärer SOD (Jung et al., 2004).  
Die in unseren Analysen durch Western diet-induzierte ROS-Bildung in der Aorta 
thoracalis der Nox2-/--Maus könnte durch eine Induktion der Nox4- und p22phox-
Expression auf mRNA-Ebene erklärt werden. In der Aorta thoracalis von C57BL/6-
Mäusen konnte trotz beobachteter erhöhter ROS-Bildung keine Regulation der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheit Nox4 gezeigt werden. Im Gegensatz dazu fanden Zhang und 
Mitarbeiter eine durch high fat diet-induzierte Proteinexpression von gp91phox, p22pox, 
p47phox und p67phox im zerebralen Kortex der Ratte (Zhang et al., 2005). Zusätzlich konnte 
in Leukozyten des Meerschweinchens (Maeda et al., 2005) und der Aorta der Ratte 
(Roberts et al., 2006) ein Anstieg der gp91phox-Proteinexpression durch fettreiches Futter 
beobachtet werden.  
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Ein Grund für die nicht nachweisbare Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch fettreiches 
Futter in unseren Untersuchungen könnte an der Art des Futters (Hersteller) bzw. an der 
Dauer der Fütterung liegen.  
Eine weitere Erklärung für den Anstieg der ROS-Bildung durch fettreiches Futter könnte 
eine Expressionsänderung antioxidativ wirksamer Enzyme sein. Eine aktuelle Arbeit zeigt 
die high fat diet-abhängige Herabregulation der Schlüsselenzyme des antioxidativen 
Schutzsystems (MnSOD und Cu/ZnSOD, Glutathionperoxidase) in der Niere und Aorta 
der Ratte. Zusätzlich wurde eine schlechtere Endothelfunktion beobachtet (Roberts et al., 
2006). In einem Mausmodell der high fat diet-induzierten Atherogenese zeigten 
Glutathionperoxidase-1-defiziente Mäuse jedoch keine Unterschiede in Markern des 
oxidativen Stresses sowie atherosklerotischen Läsionen im Vergleich zu Wildtypmäusen 
(de Haan et al., 2006).  
Die Fütterung mit der Western diet-Diät führte zum signifikanten Anstieg des 
Blutglucosespiegels unabhängig vom Genotyp. In einem Rattenmodell des Typ I Diabetes 
zeigte sich, dass diabetische Gefäße eine schlechtere Gefäßfunktion besitzen. Dies ging mit 
einer verminderten NO-Bildung und erhöhten NAD(P)H-Oxidase-abhängigen ROS-
Bildung im Herzen und der Aorta einher. Zusätzlich wurde eine erhöhte Expression von 
Nox1, aber nicht Nox4 in der Aorta nachgewiesen (Wendt et al., 2005).  
Die NAD(P)H-Oxidase spielt bei einer Reihe von pathophysiologischen Vorgängen eine 
Rolle. So ist die Bildung von Superoxidanionen durch einen endothelialen Nox2-haltigen 
NAD(P)H-Oxidase-Komplex für die verminderte NO-Bioverfügbarkeit im two kidney, one 
clip-Modell verantwortlich und ist damit für die Entwicklung von renovaskulärem 
Hochdruck und endothelialer Dysfunktion von Bedeutung (Jung et al., 2004). Auch bei 
durch chronische Alkoholaufnahme induzierter Beeinträchtigung der eNOS-abhängigen 
Dilatation zerebraler Arteriolen scheint die NAD(P)H-Oxidase eine wichtige Rolle zu 
spielen (Sun et al., 2006). Die Deletion der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit Nox2 
beeinflusst einen durch linksventrikuläres Remodeling induzierten Myokardinfakt und die 
Bildung von oxidativem Stress nicht. So konnten Frantz und Mitarbeiter nach Induktion 
eines Myokardinfaktes durch Ligation der linken Koronararterie in Wildtyp- und Nox2-/--
Mäusen keine Reduktion des oxidativen Stresses nachweisen. Vielmehr kam es zum 
Anstieg der Lipidperoxide mit gleichzeitiger Erhöhung der Expression der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheit Nox1 in Nox2-/--Mäusen (Frantz et al., 2006).  
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Da keine signifikanten Unterschiede in der Reaktion der beiden Mausstämme auf die 
Western diet-Fütterung nachgewiesen werden konnten, sprechen auch diese Ergebnisse für 
eine untergeordnete Rolle der Nox2-Isoform im Rahmen der vaskulären ROS-Bildung. 
Da im ersten Abschnitt dieser Arbeit die Bedeutung der Nox4-Expression für die 
endotheliale ROS-Bildung gezeigt werden konnte, wären komplementäre Untersuchungen 
an bisher nicht verfügbaren Nox4- bzw. Nox2/Nox4-Doppel-Knockout-Mäusen 
wünschenswert.  
 
4.3.2  Einfluss von fettreicher Ernährung auf die Regulation des 
Homocysteinstoffwechsels 
 
Ein unabhängiger Risikofaktor für atherosklerotische Gefäßveränderungen sind erhöhte 
Homocystein-Plasmakonzentrationen. Eine mögliche Ursache für die Homocystein-
induzierte Gefäßschädigung könnte eine initiale endotheliale Dysfunktion sein. Die 
genauen Mechanismen, die zu einer verminderten Endothelfunktion bei 
Hyperhomocysteinämie führen, sind bisher jedoch nicht bekannt. Diskutiert werden 
oxidative Mechanismen und die Interaktion mit Stickstoffmonoxid. 
Homocystein wird während des Metabolismus aus der essentiellen Aminosäure Methionin 
gebildet. Ein Grund für Homocysteinämie könnte die erhöhte Aufnahme an Methionin in 
Kombination mit Ernährungs- (Vitaminmangel)- und/oder genetischen (Mutationen) 
Faktoren sein. In vitro konnte außerdem gezeigt werden, dass Homocystein in 
Endothelzellen über einen NAD(P)H-Oxidase-abhängigen Mechanismus oxidativen Stress 
und Apoptose induziert (Dong et al., 2005).  
Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, dass die NAD(P)H-Oxidase einen Einfluss 
auf den Homocysteinstoffwechsel in vivo hat. Während sich die Basalwerte von 
Homocystein-Plasmaspiegel von C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen nicht unterschieden, 
führte die Western diet-Fütterung nur in den C57BL/6-Mäusen zu einem signifikanten 
Anstieg des Homocysteinspiegels. Der Anstieg der Homocysteinwerte könnte durch den 3-
fach höheren Gehalt an Methionin bei gleichzeitiger Reduktion von Vitamin B12 im 
Western diet-Futter erklärt werden. Becker und Mitarbeiter, die eine 
Hyperhomocysteinämie durch direkte Methioninfütterung auslösten, fanden im Gegensatz 
dazu auch in den Nox2-/--Mäusen einen Anstieg des Homocysteinspiegels (Becker et al., 
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2005). Dies deutet darauf hin, dass das fettreiche Futter zusätzlich einen Einfluss auf den 
Homocysteinstoffwechsel haben könnte.  
Im Rattenmyokard hatte die Hyperhomocysteinämie eine Erhöhung der Proteinexpression 
von p22phox und gp91phox zur Folge, während die p47phox-, p67phox-, eNOS- und SOD-
Proteinexpression unverändert blieb (Becker et al., 2005). Dagegen fanden Ungvari und 
Mitarbeiter eine durch Homocysteinämie induzierte Nox1- und iNOS-Expression mit 
gleichzeitig erhöhter ROS-Bildung. Die Expression von p47phox, p67phox, p22phox sowie 
Cu/ZnSOD und MnSOD blieben unbeeinflusst (Ungvari et al., 2003a). 
Um diese im Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse über den Einfluss der NAD(P)H-
Oxidase auf den Homocysteinspiegel näher unterlegen zu können, sind in späteren 
Untersuchungen Analysen des Homocysteinspiegels im Blut von Patienten mit chronischer 
Granulomatose (Defekt einer NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit) in Zusammenarbeit mit 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
NAD(P)H-Oxidasen sind eine Hauptquelle für vaskuläre Superoxidanionen und 
oxidativem Stress. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die dominante Nox-Isoform der endothelialen 
NAD(P)H-Oxidase zu identifizieren. Weiterhin sollte der Einfluss mechanischer Stimuli in 
vitro und fettreicher Ernährungsweise in vivo auf die Expression der endothelialen 
NAD(P)H-Oxidase und die endotheliale Bildung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht 
werden. 
 
Die Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und deren Isoformen wurde in 
humanen Endothelzellen im Vergleich zu monozytären Zellen untersucht. In weiteren 
Arbeiten wurde die intrazelluläre Lokalisation und die funktionelle Relevanz einer 
Überexpression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten analysiert. 
In Primärkulturen von humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) oder -
arterien (HUAEC) wurden mit high density Oligonucleotide-Micro-Arrays als 
vorherrschende NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox4 und p22phox identifiziert. Alle 
anderen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und bekannten Nox-Isoformen (Nox2, p67phox, 
p47phox, p40phox, Nox1, Nox3, Nox5, Duox1, Duox2) lagen unterhalb der Nachweisgrenze 
des Oligonucleotide-Micro-Arrays. Im Gegensatz dazu exprimierten monozytäre Zellen 
die klassischen phagozytären Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase: p22phox, Nox2, 
p67phox und p40phox. Dieses Expressionsmuster konnte durch Real-Time-PCR und Western-
Blot-Analysen bestätigt werden. Ein neu generierter Nox4-Antikörper erlaubte die 
Verifizierung der Nox4-Expression auf Proteinebene. 
Die kodierenden Bereiche von Nox2, Nox4 und p22phox wurden kloniert, ihre Identität 
durch DNA-Sequenzierung und ihre Expression durch Western-Blot-Analysen bestätigt. 
Nach Transfektion in HMEC-1-Zellen konnte das gebildete Nox4-myc-Fusionsprotein 
perinukleär lokalisiert werden. Die funktionelle Relevanz der Überexpression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox2, Nox4 und p22phox wurde durch Diogenes-
vermittelte Chemilumineszenz und DHE-Fluoreszenz nachgewiesen. Die Überexpression 
von Nox4 nach Transfektion in HMEC-1-Zellen führte zu einer 2-fach erhöhten Bildung 
von Superoxidanionen. Diese war durch PEG-SOD hemmbar. Dagegen konnte die 
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Superoxidanionenbildung weder durch Nox2-, noch durch p22phox-Überexpression 
gesteigert werden. 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen zur Bedeutung von Nox-Isoformen 
für die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, konnten eine vorrangige Bedeutung eines 
intrazellulären Nox4-haltigen NAD(P)H-Oxidase-Komplexes für die konstitutive 
Radikalbildung in humanen Endothelzellen zeigen. Die gezeigte untergeordnete Rolle 
eines endothelialen Nox2-haltigen NAD(P)H-Oxidase-Komplexes in vitro ist in der 
Literatur jedoch umstritten.  
 
Aufgrund ihrer Position sind Endothelzellen in vivo ständig hämodynamischen Kräften wie 
Schubspannung und Dehnung durch den Blutstrom ausgesetzt. Deshalb wurde der Einfluss 
dieser biomechanischen Kräfte auf die Regulation der Bildung von ROS in humanen 
Endothelzellen untersucht.  
Primärkulturen von venösen Endothelzellen (HUVEC) wurden im Modellsystem des 
Plattenkegel-Viskometers einer laminaren Schubspannung ausgesetzt. Eine kurzzeitige 
(2 h) Applikation laminarer Schubspannung hatte einen transienten Anstieg der •O2--
Freisetzung zur Folge. Dieser konnte durch den NAD(P)H-Oxidase-spezifischen, aber 
Nox-unselektiven Inhibitor gp91phox(Nox2)ds-tat verhindert werden. Nach 8 h laminarer 
Schubspannung erreichte die •O2- -Freisetzung wieder das Basalniveau. Chronische 
laminare Schubspannung (24 h) führt neben einer Herabregulation der •O2--Freisetzung zu 
einer Induktion der eNOS-Protein-Expression. Die Cu/ZnSOD-Expression blieb dabei 
unbeeinflusst. Darüber hinaus konnte eine durch laminare Schubspannung stimulierte NO-
Freisetzung nachgewiesen werden (Duerrschmidt et al., 2006).  
Die Applikation von Dehnung führte in humanen  venösen Endothelzellen zu einer zeit- 
und dosisabhängigen Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten Nox4 und p22phox. Beide Gene wurden durch Dehnung von 5% und 12% 
für 24 h signifikant herabreguliert. Eine Herabregulation von Nox4, jedoch nicht von 
p22phox, konnte auf Proteinebene nachgewiesen werden. Auch die antioxidativ wirksamen 
Enzyme Cu/ZnSOD, MnSOD und Katalase zeigten nach Applikation chronischer (24 h) 
Dehnung eine signifikante Reduktion der Expression auf mRNA- und Protein-Ebene in 
HUVEC. Darüber hinaus konnte Dehnung die NO-Freisetzung zeit- und dosisabhängig 
stimulieren sowie die eNOS-Protein-Expression induzieren. Die Bildung von •O2- konnte 
mit Hilfe von drei verschiedenen Nachweismethoden (Cytochrom c, DHE-Fluoreszenz, 
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Elektronenspinresonanz) quantifiziert werden. Dabei konnte erstmals eine signifikante 
Herabregulation der intra- und extrazellulären ROS-Bildung durch chronische Dehnung 
(12%) in humanen Endothelzellen nachgewiesen werden.  
Um die biomechanische Regulation (Schubspannung, Dehnung) von Nox4 auf 
transkriptioneller Ebene analysieren zu können, wurden genomische DNA-Sequenzen von 
1,5 kb stromaufwärts vom Transkriptionsstart kloniert und Deletionsfragmente generiert. 
Nach Transfektion in Endothelzellen zeigten die drei längsten Promotorfragmente (-1200, -
1071, -809) die gleiche Reportergen-Aktivität. Die beiden kürzeren Promotorkonstrukte 
pGL3-Nox4-724 und pGL3-Nox4-428 zeigten eine signifikant verminderte Aktivität 
gegenüber dem längsten Fragment. Nach der Applikation von laminarer Schubspannung 
wies nur das full length-Fragment des Nox4-Promotors eine signifikant verminderte 
Reportergen-Aktivität gegenüber der stationären Kontrolle auf. Der für die 
schubspannungsabhängige Herabregulation von Nox4 verantwortliche 
Transkriptionsfaktor bindet zwischen der Position -1200 und -1071 stromaufwärts vom 
Transkriptionsstart. Durch Mutation konnte AP-1 als der für die schubspannungsabhängige 
Herabregulation von Nox4 verantwortliche Transkriptionsfaktor identifiziert werden.  
Nach Applikation von Dehnung könnte der für die Herabregulation von Nox4 
verantwortliche Transkriptionsfaktor zwischen Position -724 bp und -428 bp 
stromaufwärts vom Nox4-Transkriptionsstart binden.  
Damit konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals der Nox4-Promotor kloniert und 
funktionell charakterisiert werden. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass durch chronische Applikation der biomechanischen Kräfte 
Schubspannung und Dehnung oxidativer Stress in humanen Endothelzellen in vitro 
vermindert werden kann. Die beobachtete Herabregulation der •O2--Bildung sowie die 
vermehrte Freisetzung von NO durch Applikation biomechanischer Kräfte könnte zur 
Balance von NO/•O2-  und dem vasoprotektivem Potential physiologischer Schubspannung 
bzw. Dehnung beitragen. Weitere Untersuchungen sollten die zugrunde liegende 
Signaltransduktion im Detail aufklären. Zusätzlich wäre erstrebenswert die Relevanz der in 
vitro gezeigten dehnungsabhängigen Regulation auf den vaskulären mechanischen 
Remodelling-Prozesse in vivo zu unterlegen. Für die Analysen könnte dabei das Tiermodell 
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Die vaskuläre Genexpression der NAD(P)H-Oxidase wurde auch in vivo überprüft.  
Zunächst wurde die mRNA-Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und die 
NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in Organen von Wildtypmäusen (C57BL/6) und Mäusen mit 
einer Defizienz einer funktionellen NAD(P)H-Oxidase (Nox2-/--Mäusen) untersucht. Dabei 
zeigte sich in Myokard von Nox2-/--Mäusen eine signifikant erhöhte mRNA-Expression 
von Nox4 und p22phox im Vergleich zu C57BL/6-Mäusen. Im Gegensatz dazu konnte 
weder in der Aorta thoracalis noch in der Niere eine kompensatorische Regulation der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten Nox1, Nox4 und p22phox in den Nox2-/--Mäusen 
nachgewiesen werden. Es war auch kein Unterschied in der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 
der Aorta thoracalis beider Mausstämme nachweisbar.  
Insbesondere die fett- und kalorienreiche Ernährungsweise der westlichen Industrieländer 
wird neben anderen Lebensstilfaktoren für die hohe Prävalenz von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen verantwortlich gemacht. In vitro und ex vivo induziert oxidiertes LDL die 
vaskuläre ROS-Bildung, in dessen Folge es zu einer Beeinträchtigung der endothelialen 
Gefäßfunktion kommen kann (Stielow et al., 2006). Zur weiteren Aufklärung des 
Mechanismus der LDL-induzierten ROS-Bildung in vivo und des Einflusses von 
NAD(P)H-Oxidasen wurden C57BL/6- und Nox2-/--Mäuse 10 Wochen lang mit einer fett- 
und zuckerreichen Diät (Western diet) gefüttert und anschließend der Einfluss dieser 
Fütterung auf die NAD(P)H-Oxidase-Expression und ROS-Bildung analysiert. 
Unabhängig vom Genotyp stieg das Gewicht, der Blutzuckerspiegel sowie die 
Blutfettparameter Gesamtcholesterin, HDL und LDL gegenüber dem Standardfutter 
signifikant an. Im Gegensatz zu den Nox2-/--Mäusen stieg der Homocysteinspiegel von 
C57BL/6-Mäusen durch Western diet-Futter signifikant an. Das Western diet-Futter 
beeinflusste die Nox4-mRNA-Expression in der Aorta thoracalis und der Niere der Nox2-/-
-Mäuse. Die Nox4-mRNA-Expression wurde in der Aorta thoracalis induziert und in der 
Niere reduziert. Im Myokard war keine mRNA-Regulation von Nox4 zu beobachten. Eine 
Induktion der p22phox-mRNA-Expression durch Western diet-Futter war in der Aorta 
thoracalis von C57BL/6- und Nox2-/--Mäusen zu beobachten. Im Myokard und in der 
Niere war keine Regulation der p22phox-mRNA-Expression nachweisbar. Die Nox1-
mRNA-Expression blieb in der Aorta thoracalis beider Mausstämme durch die Fütterung 
unbeeinflusst. Die mRNA-Expression von Nox2 wurde im Myokard der C57BL/6-Mäuse 
durch das fettreiche Futter tendenziell induziert. In der Niere zeigte sich keine 
Veränderung. Abschließend wurde der Einfluss der Western diet-Fütterung auf die 
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NAD(P)H-Oxidase-Aktivität mit Lucigenin-vermittelter Chemilumineszenz untersucht. In 
der Aorta thoracalis von C57BL/6- sowie von Nox2-/--Mäuse zeigte sich durch das 
fettreiche Futter ein signifikanter, SOD-hemmbarer Anstieg der NAD(P)H-Oxidase-
Aktivität im Vergleich zum Standardfutter.  
Da beide Mausstämme vergleichbare Änderungen nach Western diet-Fütterung zeigten, 
sprechen diese in vivo Ergebnisse für eine untergeordnete Rolle des Nox2-haltigen 
NAD(P)H-Oxidase-Komplexes im Rahmen der vaskulären ROS-Bildung. Aufgrund der in 
dieser Arbeit erstmals nachgewiesenen zentralen Stellung der vaskulären Nox4-Expression 
soll in zukünftigen Untersuchungen die vaskuläre ROS-Bildung in Nox4-defizienten bzw. 
-transgenen Mäusen untersucht werden. Diese Tiermodelle sind bisher nicht beschrieben. 
Deshalb sollte Gegenstand zukünftiger Arbeiten die Generierung von endothelspezifischen 
konditionalen Nox4-Knockout Mäusen sein, um die Bedeutung von Nox4 auch in vivo 
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7 Anhang 
Tab. 7.1: Futterzusammensetzung 
 Standardfutter Western diet Veränderung zum 
Alleinfutter [%] 
Energie [%]    
Fett 9 39 433  
Kohlenhydrate 58 41 61 
Protein 33 29 71 
    
Rohnährstoffe [%]    
Trockensubstanz 89 97 111 
Rohprotein (N x 6,25) 19 17 90 
Rohfett 3,3 21 642 
Rohfaser 4,9 5 102 
Rohasche 6,4 4,5 70 
N-freier Extraktstoff 54 49,3 91 
Stärke 36,5 14,5 40 
Zucker 4,7 32,8 689 
    
Fettsäuren [%]    
C14 0,01 2,21 22100  
C16 0,47 5,74 1221  
C18 0,08 2,04 2550  
C20 0,01 0,04 400 
C18:1 0,62 4,63 747  
C20:1 0,02 0,02 100 
C18:2 1,8 0,38 21  
C18:3 0,23 0,11 48 
    
Cholesterin [mg/kg] - 2,07  
    
Aminosäuren [%]    
Methionin 0,3 0,91 303 
    
Vitamine [pro kg]    
Vitamin D [IE] 1000 1500 150 
Vitamin E [mg] 110 150 136 
Vitamin K [mg] 5 20 400 
Vitamin C [mg] - 1020 1020 
Cobalamin [µg] 100 30 30 
Nicotinsäure [mg] 135 40 33 
Folsäure [mg] 7 19 271 
    
Mineralstoffe [%]    
Calcium 1,0 0,76 76 
Phosphor 0,7 0,46 66 
Natrium 0,24 0,37 154 
Magnesium 0,22 0,08 36 
Kalium 0,91 0,54 59 
    
Spurenelemente [pro kg]    
Eisen 179 48 27 
Zink 94 39 41 
Jod 2,2 0,28 13 
Selen 0,3 0,14 47 
Daten aus Datenblatt Alleinfutter/Experimentalfutter ssniff Spezialdiäten GmbH
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